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Les isoenzymes du CYP450 sont grandement impliquées dans le métabolisme oxydatif 
des médicaments et des variations dans leur activité (interactions médicamenteuses, 
polymorphismes génétiques) peuvent occasionner des changements importants dans les 
concentrations plasmatiques et tissulaires des médicaments. Le foie régit de façon 
prédominante les concentrations plasmatiques des médicaments en raison dřune forte 
concentration des CYP450s dans cet organe. En moyenne, lřélimination dřun 
médicament par métabolisme représente environ 75% des mécanismes de clairance par 
rapport à 20% par voie rénale et 10% par la bile sous forme inchangée. Les CYP450s 
contribuent à environ 75% du métabolisme des médicaments. Il est ainsi logique de 
sřattarder au comportement et facteurs influençant lřexpression et lřactivité des 
CYP450s. Lřabondance et la variété des CYP450s exprimés diffèrent entre le foie et les 
tissus extra-hépatiques. Le rôle de ces isoenzymes dans le devenir extra-hépatique des 
composés endogènes et exogènes demeure peu étudié malgré leur implication et 
association reconnue dans certains échecs thérapeutiques, interactions médicamenteuses 
ou toxicités tissulaires. Le ventricule de cœur humain exprime (ARNmessager) de façon 
variable certaines isoenzymes dont le CYP1A1, 2B6, 2C8, 2C9, 2D6, 2E1, 2J2, 3A5 et 
4A11. La participation de ces isoenzymes exprimées dans la paroi ventriculaire 
cardiaque dans le métabolisme des médicaments reste à ce jour inconnue. Établir 
lřexistence dřune participation active de certains CYP450s, étudier leur profil 
métabolique et leur contribution dans la clairance locale tout en déterminant les facteurs 
responsables de leur variabilité en terme dřactivité et dřexpression (ARNm) dans le tissu 
ventriculaire cardiaque humain représente lřobjectif principal des travaux de recherche 
présentés dans cette thèse. Le premier volet fût le développement de cocktails 
médicamenteux afin dřoptimiser la quantité de résultats à travers lřusage unique dřun 
tissu avec des substrats sélectifs jumelés à des méthodes analytiques ultra-sensibles et 
spécifiques (manuscrit 1). Parmi les 9 composés testés, les substrats ébastine et 
chlorzoxazone, substrats-cibles reconnus des isoenzymes CYP2J2 et CYP2E1 
respectivement, ont démontré des activités menant à lřétude approfondie de leur profil 
métabolique généré par la fraction microsomale de ventricules de cœurs humains 
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explantés (MCH). Ces travaux ont démontré une cinétique préférentielle et de très haute 
affinité par les MCH envers la voie dřhydroxylation de lřébastine décrite par un modèle 
Michaelis-Menten. Jumelé à des essais dřinhibition, un lien fût établi, pour la toute 
première fois, entre lřhydroxylation de lřébastine et lřisoenzyme CYP2J2 (manuscrit 2).  
Lřhydroxylation de lřébastine par les MCH fût aussi reconnue comme étant hautement 
variable entre des individus adressés à une transplantation cardiaque présentant des 
cardiomyopathies potentiellement mortelles nřétant plus maîtrisées par les thérapies ou 
traitements standards. Lřobjectif de ce dernier volet était dřétudier des facteurs 
(extrinsèques et intrinsèques, dont le polymorphisme du CYP2J2*7) connus chez ces 
patients et leur implication dans la variabilité de lřexpression du CYP2J2 (ARNm) et de 
son activité enzymatique, déduite par lřétude du comportement métabolique du 
marqueur ébastine suite à une analyse des paramètres de cinétique enzymatique (Km, 
Vmax, CLint). Il a été démontré que le sexe, le côté gauche du ventricule, la prise 
dřamiodarone et le diagnostic clinique dřischémie sont associés à la variabilité 
dřexpression (ARNm) et dřactivité (Km, Vmax, CLint) du CYP2J2 et expliquent environ 
20% de la variabilité observée entre les individus. Il sřagit des premiers travaux 
expliquant une portion de la variabilité associée à lřexpression (ARNm) et lřactivité du 
CYP2J2 dans le ventricule du cœur humain (manuscrit 3). Finalement, nos résultats 
suggèrent que la capacité métabolique du CYP2J2 au sein des MCH est réelle et 
importante et pourrait participer aux fluctuations locales des concentrations de 
médicaments. Lřextrapolation des résultats obtenus in vitro à lřéchelle in vivo (organe 
entier) a permis de mettre en perspective la contribution métabolique du CYP2J2 dans le 
contexte locale physiologique du tissu ventriculaire cardiaque étudié.   
Nos résultats appuient la proposition que la concentration libre plasmatique ne reflète 
pas nécessairement la concentration tissulaire efficace puisque des mécanismes locaux 
de métabolisme enzymatique (CYP2J2) peuvent grandement faire varier la concentration 
libre au site dřaction intracellulaire. Les résultats obtenus répondent à un besoin en 
recherche de comprendre le comportement et lřampleur de la participation de différentes 
isoenzymes du CYP450 connues sřexprimant dans le cœur humain envers le 
métabolisme de médicaments sřy distribuant et ultimement prédire leurs concentrations 




CYP450 isoenzymes are greatly involved in oxidative drug metabolism and changes in 
their activity (drug interactions, genetic polymorphisms) can cause significant changes 
in plasma and tissue concentrations of the drugs. The liver predominantly governs 
plasma concentrations of drugs because of a high concentration of CYP450s. On 
average, the elimination of a drug through metabolism accounts for about 75% of 
clearance mechanisms compared to 20% via renal excretion and 10% via the bile 
excretion. The CYP450s contribute to about 75% of drug metabolism. It is thus logical 
to study factors influencing the expression and activity of CYP450s. Abundance and 
variety of expressed CYP450s differ between the liver and extrahepatic tissues. The role 
of these enzymes endogenous and drugs concentrations in the extrahepatic tissues is 
poorly studied despite their involvement and association recognized in some treatment 
failures, drug interactions or tissue toxicity. The ventricles of the human heart express 
(messenger RNA) variably some isoenzymes including CYP1A1, 2B6, 2C8, 2C9, 2D6, 
2E1, 2J2, 3A5 and 4A11. The participation of these isoenzymes expressed in the cardiac 
ventricular wall in drug metabolism remains unknown to this day. Establishing the 
existence of an active participation of some CYP450s, their metabolic profile and 
contribution to the local clearance and determining factors responsible for variability in 
activity and expression (mRNA) in the cardiac ventricular tissue human is the main 
objective of the research presented in this thesis. The first module was the development 
of drug cocktails to maximize the amount of results through the use of low amount of 
heart tissue with selective substrates matched with highly sensitive and specific 
analytical methods (manuscript 1). Of the nine compounds tested 2 substrates, ebastine 
and chlorzoxazone, probe of CYP2E1 and CYP2J2 respectively, have demonstrated 
activities leading to a thorough study of their metabolic profile generated by the 
microsomal fraction of the ventricles of explanted human hearts (MCH). This work 
demonstrated preferential kinetics, described by a Michaelis-Menten model, and very 
high affinity towards the MCH hydroxylation pathway for ebastine. Combined with 
inhibition assays, a link was established, for the first time, between the hydroxylation of 




Hydroxylation of ebastine by MCH was also recognized as being highly variable 
between individuals that went through a heart transplant with life-threatening 
cardiomyopathies that are no longer controlled by standard therapies or treatments. The 
aim of this last part was to study factors (extrinsic and intrinsic, such as polymorphism 
of CYP2J2 * 7) known in these patients and their involvement in the variability of 
expression (mRNA) and enzymatic activity of CYP2J2 studied through the analysis of 
the enzyme kinetic profile of ebastine (Km, Vmax, CLint). It has been shown that gender, 
the left ventricle, use of amiodarone and clinical diagnosis of ischemia were associated 
with the variability of expression (mRNA) and activity (Km, Vmax, CLint) of CYP2J2 and 
those factors account for about 20% of the observed variability between individuals. 
This is the first work to explain a portion of the variability associated with the 
expression (mRNA) and activity of CYP2J2 in the ventricle of the human heart 
(manuscript 3). Overall, our results suggested that the metabolic capacity of CYP2J2 by 
MCH is real and important and could participate in local fluctuations of drug levels. The 
extrapolation of in vitro results to in vivo scale (whole body) helped to put into 
perspective the contribution of CYP2J2 in the local physiological context of the cardiac 
ventricular tissue studied. 
Our results support the proposal that the free plasma concentration does not necessarily 
reflect the effective tissue concentration as local mechanisms, in this case enzymatic 
metabolism by CYP2J2, could greatly provoke variation in free intracellular 
concentration at the site of action. The results obtained meet a need in research to 
understand the behavior and extent of participation of various CYP450 isoenzymes 
known to be expressed in the human heart on the local metabolism of drugs that are 
distributed locally and ultimately developing tools to predict the intracellular drug 
concentrations in the physiological context. 
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Lřintestin et le foie représentent les organes principaux exprimant un éventail 
caractéristique dřenzyme de la grande famille des CYP450s. Selon la pharmacocinétique 
classique, ces deux barrières physiologiques régissent, avec lřaide des CYP450s, la 
concentration moyenne dřun médicament retrouvée dans le sang et par le fait même celle 
associée, de façon conceptuelle, à lřeffet sur une cible visée. La notion dřunicité de la 
cible est généralement un concept théorique qui en pratique se traduit rarement par un 
seul effet sur une seule cible. Une deuxième notion est le concept dřeffet sur la cible. Un 
effet peut être thérapeutique, neutre ou toxique. Ainsi, lřexpression variable des 
CYP450s au niveau des barrières physiologiques est une cause sous-jacente à la 
variabilité dans la concentration plasmatique des médicaments.  
 
Ces concepts permettent dřémettre lřhypothèse que chaque cible possède des 
caractéristiques particulières et distinctes de gestion dřun médicament sřy présentant. Au 
niveau extra-intestinal et hépatique, lřexpression de différentes isoenzymes des CYP450 
peut aussi jouer un rôle au niveau des concentrations intra-tissulaires locales dřun 
médicament. La gestion locale dřun médicament peut sřétendre à tous les organes parce 
quřils possèdent les mêmes composantes primaires (cellules endothéliales, sang afférent 
et efférent, veines, artères, transporteurs et enzymes). On accorde donc une importance 
particulière à chaque organe impliqué dans la gestion dřun médicament de façon 
indépendante à celle du foie et de lřintestin.  
 
Le métabolisme par les isoenzymes exprimés au niveau du tissu ventriculaire du cœur 
humain représente la pierre angulaire de cette thèse. Le dessein de cette thèse est 
dřétablir lřimportance des CYP450s dans la gestion locale des médicaments-substrats au 
niveau des cellules des ventriculaires cardiaques de patients avec cardiomyopathies. 
Cette thèse est issue de travaux réalisés dans le cadre dřun programme de recherche 
financé par les Instituts de Recherche en Santé du Canada, et ce sont étalé de 2010 à 
2015. Ce programme de recherche avait pour objectif long terme de caractériser le rôle 
des différentes isoenzymes exprimés dans le cœur humain,  dřidentifier les sources sous-
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jacentes  à la variabilité dans leur expression et activité chez des patients avec 
cardiomyopathies sévères et ainsi établir les cibles importantes à prendre en 
considération lors dřune thérapie personnalisée. Nous pensons que le métabolisme par 
les CYP450s exprimés par les cellules du cœur, majoritairement les cardiomyocytes, 
module les concentrations de médicaments intracellulaire et par le fait même lřaction de 
ceux -ci. Cet effet est dřautant plus sérieux lorsque la liaison du médicament est 
intracellulaire (cytoplasmique), endroit où les CYP450s sont majoritairement exprimés 
et effectuent leur action de métabolisme. Cette prémisse représentait lřhypothèse 
centrale du programme de recherche.  
 
Les travaux de recherche présentés dans cette thèse se spécialisent dans une sphère de ce 
programme de recherche voulant établir 1) la présence significative de métabolisme 
envers des substrats sélectifs des isoenzymes exprimées au niveau du tissu cardiaque et 
envers des médicaments à action thérapeutique ou toxique connue se manifestant au 
niveau du cœur ainsi que 2) lřimpact de la variabilité dans lřexpression et dans le 
comportement enzymatique dans le métabolisme de substrat-marqueur de CYP450s.  Ce 
programme fût développé par le Laboratoire du Dr. Jacques Turgeon localisé à lřHôtel-
Dieu (2010-2015) et au nouveau CRCHUM (2015-2016) en collaboration avec la 
Faculté de pharmacie de lřUniversité de Montréal. Ces travaux de recherche ont voulu 
établir la présence et  quantifier lřimportance du métabolisme par les CYP450s dans les 
cellules de ventricules de cœurs humains. Un premier volet fût de développer des 
cocktails médicamenteux afin de maximiser la quantité de résultats à travers lřusage 
unique dřun tissu. De façon concrète, il sřagissait dřincuber plusieurs substrats 
médicamenteux 1) démontrés pouvant cibler quřune seule isoenzyme (sélectivité) en 
particulier présente dans le tissu cardiaque tout en ayant préalablement établie 2) 
lřabsence dřinteraction entre les substrats (inhibition, activation) et ce dans un 3) milieu 
optimal (effet de tampon). Lřutilité principale du développement de ce premier volet 
était de permettre lřusage concomitant de substrats-sélectifs envers différentes 
isoenzyme du CYP450s dans des tissus dont la quantité est souvent restreinte ou petite 
de par leur accessibilité (tissu nécessitant dřêtre pris en charge lors de transplantation 
afin de conserver lřintégrité physique des tissus), de par leur petit volume et 
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majoritairement de par leur faible quantité disponible. Ce premier projet a permis 
dřexplorer la réponse métabolique du tissu cardiaque lorsque mis en présence de 
différents médicaments substrats-sélectifs des CYP450s. Cette réponse métabolique fût 
approfondie dans le cadre du deuxième volet de cette thèse qui avait pour objectif 
principal de dřétudier le profil métabolique complet des substrats-sélectifs étudiés au 
cours du premier projet, et ce sous forme de cocktail médicamenteux. Finalement, le 
dernier volet de cette thèse démontre lřinfluence de facteurs connus (extrinsèques et 
intrinsèques, dont le polymorphisme du CYP2J2*7) dans des cœurs explantés de 
patients avec cardiomyopathies et leurs implications dans la variabilité de lřexpression 
du CYP2J2 et de sons activité enzymatique, déduite par lřétude du comportement 
métabolique du substrat-marqueur ébastine par lřanalyse de ses paramètres de cinétique 
enzymatique (Km, Vmax) et le paramètre dérivé clairance intrinsèque (CLint). Les 
conclusions de ces travaux de recherche participent à la compréhension des mécanismes 
sous-jacents à la variabilité métabolique locale au niveau cardiaque et participent à 





The action of a medicine on one organ rather than on another is accounted for on the chemical 
hypothesis, by assuming the existence of unequal affinities of the medicinal agent for different tissues. 













 Mise en contexte 1.1
 
Le développement de médicaments efficaces et sécuritaires pour prévenir, traiter ou 
soulager les symptômes dřune maladie relève dřun effort scientifique considérable. Les 
différentes causes sous-jacentes à une maladie ainsi que les caractéristiques uniques de 
chaque individu ont démontré au fil du temps que les réponses thérapeutiques et 
toxiques dřun individu à un traitement variaient considérablement. Maîtriser lřéquilibre 
idéal entre la sécurité et lřefficacité dřun médicament pour tous les patients est lřobjectif 
ultime lors du développement dřun nouveau médicament. Le taux dřefficacité des 
médicaments nřatteint que généralement 50-75%1 pour la majorité des classes 
thérapeutiques, une déconcertante réalité soutenue par lřimportant taux dřeffets 
indésirables générés par les quelques milles entités chimiques approuvés par la FDA 
dont 16% ont une mise en garde de toxicité grave (encadré noir).
1
 Les 25 à 50% des 
patients qui ne répondent pas tel quřattendu aux thérapies, de façon efficace et 




Aux États-Unis, de 1999 à 2006, les taux de mortalité annuels dus à des effets 
secondaires suivant la prise de médicaments variaient de 0,08 à 0.12 par 100 000 
habitants.
3
 Les effets secondaires causeraient la mort de plus de 150 000 personnes par 
année globalement (0.002% de la population mondiale) avec un taux de 2,2 morts / 100 
000 habitants, 18% plus élevé que le taux de mortalité relié aux troubles de dépendances 
aux drogues (1,8 morts / 100 000 habitants).
4
 À cela sřajoute les effets secondaires 
nécessitant des visites à lřurgence ou des hospitalisations suite à une mauvaise utilisation 
des médicaments ou à des interactions médicamenteuses. Une étude canadienne a 
démontré que 12 % des visites à lřurgence étaient reliées à des effets causés par 
lřutilisation de médicaments.5 Le plus étonnant des résultats de cette étude est à lřeffet 





Les facteurs impliqués dans la variabilité interindividuelle dans la réponse aux 




maladie, grossesse, genre, génétique, etc) ou extrinsèques (interactions 
médicamenteuses, environnement, interventions médicales, lřutilisation de drogues ou 
dřalcool, diète, cigarette, stress et exercice).2 Ultimement, ces facteurs auront un impact 
sur le devenir du médicament tout au long de son passage à travers lřorganisme. Sachant 
que les CYP450s contribuent à environ 75%
6
 du métabolisme des médicaments et que 
lřélimination par métabolisme représente environ 75%6 des mécanismes de clairance par 
rapport à 20% par voie rénal et 10% par la bile sous forme inchangée, il est logique de 
sřattarder aux facteurs influençant le premier passage entéro-hépatique qui impliquent 
les  CYP450s. Lřabondance et les variétés des CYP450s exprimés dans le foie sont 
différentes de celles retrouvées dans les tissus extrahépatiques (intestin, rein, cœur, 
poumons, placenta, etc).
7-10
 Une variation dans lřexpression locale des CYP450s pourrait 
influencer la disposition (concentrations locales) et par le fait même lřeffet  dřun 
médicament localement.  
 
Par exemple, la transformation dřun médicament en métabolite, parfois toxique, par les 
CYP450s de manière tissu-spécifique témoignent dřune gestion distincte de celle 
observée par lřintestin et le foie lors du premier passage entéro-hépatique.11 Les 
concentrations générées par le premier passage entéro-hépatique sont quantifiables dans 
le plasma (serum) de la circulation générale. Par contre, le concept moderne de 
concentrations libres tissulaires participent au phénomène voulant que les concentrations 
libres plasmatique soient différentes que les concentrations libres tissulaires, ajoutant au 
fait que des mécanismes locaux (tissus-spécifiques) participent à la gestion locale des 
concentrations dřun médicament. Les CYP450s font ainsi parties des agents pouvant 
gérer localement les concentrations dřun médicament. Par exemple, les médicaments 
utilisés dans le traitement du VIH ciblent de façon spécifique les cellules PBMC et des 
études ont démontré que les concentrations intracellulaires étaient parfois plus grandes 
que dans le plasma.
12
 Ceci suggère que des mécanismes, autre que le premier passage 
hépatique, participent à la gestion locale de médicaments. Les principaux mécanismes 
sont la perméabilité (transporteurs), la liaison aux protéines et le métabolisme 
(enzymes). Ainsi, les CYP450s, exprimés localement, deviennent un facteur responsable 




concentrations tissulaires. De plus, lřexpression variable des CYP450s dans les tissus 
extrahépatiques pourrait être associée à la variabilité dans le devenir local dřun 
médicament. Ces deux principaux enjeux ont défini la question de recherche : Les 
isoenzymes de la superfamille des CYP450 dans les cellules du cœur humain 
participent-elles à une gestion locale des concentrations de composés endogènes ou 
exogènes (médicaments) et par le fait même à la variabilité associée dans la réponse 
locale aux médicaments? 
 
Cette question de recherche représente lřobjectif global auquel cette thèse souhaite 
répondre. Lřintérêt est majeur considérant que lřarrêt du développement dřun 
médicament impliquerait les CYP450s à 44% des occasions. Comprendre les sources 
responsables de la variabilité interindividuelle associée à lřactivité des CYP450s sur la 
réponse des médicaments permettrait de catégoriser les sous-groupes de patients à risque 
de réagir différemment et ainsi contribuer au développement de thérapies 
individualisées. 
 
Bref, atteindre, en quantité suffisante, la circulation systémique pour ensuite être diffusé 
aux entités biologiques cibles afin dřy exercer un effet représente le parcours dřun 
médicament entravés de barrières physiologiques définissant le rôle protecteurdu corps 
humain face aux corps étrangers. Il est essentiel de comprendre les interactions entre le 
corps humain et les médicaments pour prévenir et minimiser les effets non recherchés 
(diminution dřefficacité, toxicité) et optimiser ceux attendus. Cette compréhension 







 Principes généraux de pharmacocinétique : ADME 1.2
 
La pharmacocinétique (du grec pharmakon ; médicament, kinêsis ; vitesse) étudie le 
mouvement dřun composéI à travers les fluides, tissus, et excréta biologiques de 
lřorganisme.13 Cette évolution du déplacement dřun composé à travers le corps 
sřexprime mathématiquement afin de décrire quantitativement les processus inter-reliés 
dřabsorption, de distribution, de métabolisme et dřélimination (ADME).13 La 
pharmacodynamie décrit lřaction dřun composé sur le corps humain. Ultimement, la 
corrélation des paramètres pharmacocinétiques avec lřeffet pharmacologique 
(pharmacodynamie) permet dřobtenir le profil pharmacologique clinique dřune 
molécule.
14
 Les différentes propriétés physicochimiques dřune forme galénique et dřun 
principe actif tel que la lipophilicité, le degré dřionisation en fonction du pH, le poids 
moléculaire ainsi que la solubilité peuvent aussi influencer les interactions avec les 
différents milieux/membranes biologiques que le composé devra traverser pour se rendre 




Tout dřabord, lřabsorption définit la somme des processus impliqués lors du passage 
dřun médicament de son site dřadministration jusquřà son apparition dans la circulation 
générale.
14
 Un médicament est généralement quantifié dans le plasma qui est obtenu par 
prélèvement sanguin. Lorsquřadministré de façon entérique (orale, sublinguale ou 
rectale) un médicament sera premièrement exposé à lřappareil digestif (tractus gastro-
intestinal).
14
 Celui-ci regroupe lřœsophage, lřestomac et lřintestin (grêle, colon et 
rectum). Tout le long du tractus gastro-intestinal, un gradient de pH favorise le 
fonctionnement optimal de la flore conservant ainsi lřhoméostasie cellulaire des 
muqueuses de la paroi.
15
 Lřestomac, ayant un pH variant de 1,5 à 5, dégrade les 
éléments ingérés par lřactivité des sucs gastriques actifs à pH acide (enzymes, bactéries, 
acide chlorhydrique).
15
 Une molécule ayant résistée au passage gastrique sera dřabord 
déversée dans la partie débutante de lřintestin grêle, le duodénum, suivi du jéjunum (pH 
7-8).
15
 La paroi de la lumière intestinale (paroi apicale), conçue en forme de villosités, 
                                                 
I
 Un composé, substance ou molécule, dans le contexte de cette thèse, réfère à toute molécule endogène 
synthétisée par lřorganisme ou exogène dont les médicaments (substance possédant des propriétés 





expose la bordure en brosse des entérocytes (microvillosités).
16
 Lřintestin grêle est le 
lieu où la majorité des médicaments sont absorbés grâce à la très grande surface de 
contact des médicaments avec la paroi intestinale.
17
 Les entérocytes expriment des 
transporteurs membranaires sur le pourtour de leur membrane apicale et basolatérale, 
responsables du transport dřinflux et dřefflux des médicaments.18 La présence 
dřenzymes de métabolisme de phases I et II à lřintérieur de lřentérocyte participent aussi 
au processus dřabsorption dřélimination des médicaments (Figure 1). Lřinteraction des 
médicaments avec les protéines de transport ou de métabolisme est entre autres favorisée 
par les propriétés physicochimiques de la molécule. Un médicament très hydrosoluble 
ne pourra pas diffuser librement au travers des membranes cellulaires formées dřune 
bicouche phospholipidique ce qui en fera un substrat potentiel pour les transporteurs 
membranaires.
19
 À lřinverse, un médicament liposoluble pourra diffuser librement à 














Figure 1. Schéma dřun entérocyte  avec ses microvillosités exposant les différents mécanismes 
(transporteurs et enzymes) impliqués lors du passage du côté apical à basolateral et vice versa. (Image 
réalisée par Jade Huguet) 
 
En général, les deux superfamilles de transporteurs membranaires les plus impliquées 
dans le passage transmembranaire des médicaments sont les transporteurs ABC (ATP-
binding cassette) et SLC (solute carrier).
20,21
 Les transporteurs de la famille ABC sont 
des transporteurs primaires ou directs de par lřutilisation dřénergie fournie par 
lřhydrolyse de lřadénosine-5'-triphosphate (ATP).20 Ces transporteurs peuvent 
fonctionner contre un gradient de concentrations.
22
 Inversement, la famille des 
transporteurs SLC sont des transporteurs actifs secondaires (uniport/symport/antiport) ou 




majoritairement exprimés sur les membranes des entérocytes, des hépatocytes, des 
cellules du tubule rénal proximal, des capillaires du cerveau au niveau de la barrière 
hématoencéphalique ainsi quřau niveau des cardiomyocytes.23,24  
Le métabolisme des médicaments, quant à lui, est généralement divisé en deux phases 
distinctes initialement décrites en 1930 par le chercheur R.T. Williams.
25
 La phase I, 
irréversible, est caractérisée par une capacité de réaction dřoxydation, réduction, ou 
hydrolyse (estérase et amylase) des composés par lřajout dřun groupement fonctionnel 
(réactif et/ou polaire).
26
 Les réactions de phase I sont majoritairement effectuées par les 
CYP450s suivies des flavines monooxygénases (FMO), des monoamines oxydases 
(MAO), des carboxyestérases (CE), des aldéhyde oxydases (AHO), de la gluthatione-S-
transférase (GSH) et des déshydrogénase (DSH).
27
 La phase II, réversible, conjugue le 
groupement fonctionnel initialement ajouté lors de la phase I ou tout autre groupement 
fonctionnel déjà présent avec un composé endogène par réaction de glucuronidation, 
dřacétylation ou de sulfatation ce qui rend la molécule, dès lors plus polaire, moins 
toxique et active pour lřorganisme facilitant dřautant plus son élimination.28 Une 
description détaillée des enzymes de métabolisme est effectuée à la section 1.5 de 
lřintroduction. Les enzymes participent, entres autres, à la détoxification du corps 
humain exposé à des corps étrangers.  
 
Les médicaments non modifiés suite à leur passage à travers les cellules épithéliales de 
lřintestin passeront vers les capillaires sanguins adjacents pour circuler dans la veine 
porte jusquřau foie.29 Arrivé au foie, le médicament circulant dans le sang veineux portal 





































Figure 2. Coupe de deux lobules hépatiques (gauche). Vue anatomique dřune moitié dřacinus hépatique 
détaillant la triade portale (veine porte, artère hépatique et conduit biliaire) (droite). (Reproduit avec 
permission du site web dřARCAGY, Oncologie médicale Hôpital de lřHôtel Dieu, Paris30) 
 
Ce réseau de vaisseaux sanguins est formé de cellules endothéliales fenêtrées favorisant 
une grande perméabilité entre le sang circulant et les hépatocytes.
31
 Le médicament peut 
alors se distribuer dans lřhépatocyte ou continuer son chemin vers la veine hépatique. La 
distribution dřun médicament dans lřhépatocyte résulte des mêmes mécanismes de 
transport et de métabolisme enzymatique que dans lřentérocyte. À lřintérieur de 
lřhépatocyte, le médicament peut, là aussi, être transformé en composé plus polaire par 
les enzymes de phases I et II.
32,33
 Par la suite, le médicament, transformé ou non, 
transfert soit dans les sinusoïdes où il circulera vers la veine hépatique ou se déverse 
dans le canal biliaire pour retourner dans lřintestin. Ce transfert du médicament 
sřeffectue, encore une fois, par diffusion passive ou avec des transporteurs 
membranaires situés sur la membrane basolatérale ou apicale (canaliculaire) des 
hépatocytes.
32




poumon pour ensuite être distribué, par la circulation générale, aux différentes entités 
biologiques (poumons, reins, viscères, gras, muscles, cœur et autres). Ainsi, la quantité 
de médicament atteignant la circulation générale ayant préalablement passée à travers la 
barrière intestinale et hépatique est définie par lřeffet de premier passage entéro-
hépatique. Le processus dřabsorption des composés administrés par voie autre 
quřentérique (pulmonaire, percutanée, parentérale ou locale) peut aussi provoquer une 
perte quant à la quantité administrée versus celle quantifiée dans la circulation sanguine 
(plasma) à cause des membranes biologiques à travers lesquelles le médicament doit 
traverser sans pour autant traverser lřintestin et le foie. 
 
La quantification des concentrations plasmatique (circulantes) dřun médicament est la 
méthode la plus utilisée en pharmacologie clinique pour évaluer la pharmacocinétique 
dřun médicament. Il implique que le corps humain distribue de façon homogène le 
médicament à travers les différents tissus et par la quantification des concentrations 
plasmatiques, il est possible de dériver les paramètres cinétiques dřun médicament et 
ainsi déterminer son profil de distribution et dřélimination ainsi que son profil de 
toxicité. Le projet de recherche présentée dans cette thèse fait appel au concept 
controversé, nouveau et complexe que les concentrations plasmatiques ne sont pas 
toujours le reflet de celle tissulaire dont les mécanismes régissant leur distribution locale 
sont les même que dans lřintestin et au foie mais les joueurs sont exprimés en quantité 
variable et souvent différente que ceux reconnus être exprimés lors du premier passage 
hépatique.  
 
La biodisponibilité (F) représente la vitesse et lřétendue de la dose administrée 
atteignant la circulation générale et permet dřinterpréter les phénomènes associés à la 
différence entre la quantité administrée par rapport à celle quantifiée dans la circulation 
générale.
14
 Lors dřune administration orale, la fraction délivrée de la forme galénique 
qui se solubilise dans la lumière intestinale (f), la fraction absorbée par lřentérocyte 
(fřintestin) et la fraction déversée dans la veine hépatique (fřfoie) sont trois points de 
contrôle pouvant influencer la biodisponibilité selon lřéquation F=f*fřintestin*fřfoie.
14
 Par 
exemple, un composé sřétant dissous dans le milieu intestinal à 100%, peut être absorbé 




peut être quasi totalement éliminé via la bile sous forme inchangé dont seulement 10 % 
de la dose absorbée (0.5) sera déversée dans la veine porte (fřfoie =0.1), donnant une 
biodisponibilité globale de F=0.05 (5%).  
 
Afin de calculer la biodisponibilité, lřaire sous la courbe (ASC) est le paramètre 
essentiel devant être calculé. Lřaddition des surfaces sous le tracé dřune  courbe 
représentant les concentrations en fonction du temps entre chaque intervalle de temps 
définie permet le calcul de lřASC selon la formule générale suivante:     
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LřASC représente la concentration moyenne de médicament exposée à lřorganisme dans 
un intervalle de temps donné.
14
 Ainsi, la biodisponibilité absolue est obtenue par le ratio 
de lřASC dřun médicament administré par voie extravasculaire sur lřASC intraveineux 
de ce même médicament à la même dose.
14
 Un ratio inférieur à lřunité suggère quřune 
partie du médicament nřatteint pas la circulation systémique et est éliminée en cours de 
route. Lřenjeu des compagnies pharmaceutiques développant des composés administrés 
oralement est de contrôler la biodisponibilité permettant ultimement dřobtenir des 
concentrations plasmatiques optimales pour lřatteinte dřun effet recherché.  
 
Une fois rendu dans la circulation générale, le médicament poursuit sa route en étant 
distribué dans les organes et tissus du corps humain. La distribution se décrit par le 
transfert réversible dřun médicament entre la circulation systémique (site de 
prélèvement) et le reste de lřespace corporel disponible.13,14_ENREF_2 La distribution 
des médicaments est représentée mathématiquement par le paramètre du volume de 
distribution (Vd). Ce paramètre permet dřévaluer le volume apparent (non réel) dans 
lequel une dose dřun médicament devrait se dissoudre selon une concentration 
plasmatique mesurée. Suite à une administration intraveineuse rapide (bolus), il est 
possible de calculer ce paramètre en divisant la dose administrée (D) par la 
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concentration initiale dans le plasma (Co) dérivée de lřéquation Vd = D/Co.
14
 Plus la 
concentration mesurée dans le plasma est petite, plus le volume sera grand, cřest-à-dire, 
plus le médicament se distribue ailleurs que dans le plasma.  
 
Ultimement, le médicament sera éliminé de lřorganisme. Lřélimination décrit la perte 
irréversible dřun médicament de façon inchangée (excrétion) ou par biotransformation 
(métabolisme).
14
 Tous ces phénomènes impliquent lřextraction irréversible des 
composés inchangés ou modifiés par métabolisme à travers différents éléments 
cellulaires en fonction du débit sanguin. Ainsi, lřefficience dřun organe à extraire un 
médicament permet de définir le concept de clairance (CL).  
 Concentrations intracellulaires 1.3
 
En pharmacologie clinique, la mesure des concentrations circulantes représente la 
capacité générale du corps à gérer la dose administrée. Le corps représentant le 
compartiment général est mis en relation avec les concentrations circulantes et le profil 
dřexposition par rapport au temps (PK : concentration-temps) et par rapport à lřeffet 
(PD : concentration-effet) est établi. La gestion des concentrations circulantes, 
particulièrement leur élimination est un indice du corps à se détoxifier. La clairance 
totale est le paramètre mathématique permettant caractériser la variation des 
concentrations circulantes à lřéchelle globale du corps humain. Les variations 
dřexposition systémique (aire sous la courbe), sont critiques en pharmacologie clinique 
car elles prédisposent à des changements dans la prédiction des effets attendus. Ce 
concept est appuyé par les principes que la réponse pharmacologique soit 
proportionnelle aux concentrations au site dřaction étant elles-mêmes proportionnelles à 
lřeffet recherché.14,34-36 Deuxième principe, les concentrations plasmatiques déterminent 
lřintervalle posologique créé par lřadministration de dose définie de médicament.37,38 
Ainsi, la relation entre les concentrations plasmatiques et lřeffet recherché est depuis 
longtemps lřindicateur classique en pharmacologie clinique démontre généralement une 
bonne corrélation.
37
 Ce phénomène décrit le concept dřhomogénéité cinétique, dont le 
corps humain représente le compartiment où se distribue le médicament et guide les 




peuvent être liées ou non à des protéines plasmatiques et se sont les concentrations libres 
qui diffusent à travers les membranes, transportées, métabolisées ou qui sont 




De récente recherches ont mis à lřépreuve se concept bien établie dřhomogénéité 
cinétique lorsquřil fût démontré quřun manque de corrélation pouvait exister entre les 
concentrations plasmatiques et lřeffet observé suggérant que les concentrations au site 
dřaction ne soit pas toujours corrélées avec les concentrations plasmatiques.39,40 Ainsi, le 
paramètre Kp (coefficient de partition) fût introduit
41
, soit le ratio entre les 
concentrations tissulaires et plasmatiques, afin de catégoriser les médicaments 
potentiellement susceptibles de contrevenir au principe classique de pharmacologie 
clinique, i.e., que les concentrations plasmatiques dictent les concentrations tissulaires et 
par le fait même lřeffet du médicament.42 Le concept que les concentrations tissulaires 
peuvent être différentes que celles plasmatiques fût lřobjet de plusieurs recherches mais 
la découverte que les mêmes protéines de transports et de métabolisme étaient exprimées 
au niveau tissulaire favorisait lřhypothèse que de façon tissu-spécifique une gestion 
locale du médicament pouvait avoir lieu, dřautant plus que les concentrations tissulaires 
avaient également été démontrées être occasionnellement plus grande que dans la 
circulation générale.
43
 Iwatsabo et collègues et Turncliff et collègues ont travaillé à 
démontrer un ratio de concentrations intracellulaires/extracellulaires plus grand que 
1.
44,45
 Cusato et collègues, a travaillé sur les cellules mononucléaires du sang 




Parmi les enzymes reconnus être exprimés dans des tissus extrahépatiques, les enzymes 
du CYP450 furent localisées, elles aussi, au niveau des poumons, des reins, du cerveau 
et plusieurs autres tissus.
11,47
 Par ailleurs, plus de 30% des cibles thérapeutiques sont 
intracellulaires et de celles-ci, 1.9% sont représentées par les CYP450.
48
 Comprendre le 
comportement des CYP450 au niveau intracellulaire dans les tissues extrahépatiques 
représente ainsi une avenue pertinente en recherche et fût une des raisons du 
développement de lřhypothèse de recherche de cette thèse de doctorat. 




comme joueur dans le devenir local dřun médicament au niveau in vivo est lřobjectif 
ultime du projet recherche global joignant ce projet de thèse de doctorat. Évidemment, 
mesurer de façon précise, chez lřhumain, la concentration intracellulaire en temps réel 
est irréalisable dans le contexte actuel. Ainsi, in vitro, avec des modèles dřextrapolations 
in vivo, il serait possible de démontrer leur implication locale. Ainsi, cette thèse se 
concentre particulièrement sur le tissu cardiaque, des ventricules (cellules de la paroi 
musculaire du myocarde) et considère le compartiment ventriculaire (gauche ou droit) 
comme une entité similairement capable de gérer des concentrations de médicaments 
que le corps humain entier. Ainsi chaque cellules de la paroi myocardique qui expriment 




La clairance est un concept qui a évolué depuis près de 100 ans en étant tout dřabord 
introduit pendant la première Guerre Mondiale où des chercheurs de lřUniversité de 
Stanford à San Francisco ont étudié lřexcrétion de lřurée pas le rein.49 À cette époque, le 
terme clairance nřexistait pas mais le concept dřélimination par le rein dřun composé 
organique, comme lřurée, fût étudié afin de comparer la variabilité entre les individus.49 
Une première tentative de calculer la fonction éliminatoire du rein fût dřutiliser le ratio 
du nombre de gramme dřurée dans lřurine en 1 heure par le nombre de gramme dřurée 
dans 100 centimètre cubique (cc) de sang (équivalent à 100 ml).
49
 Ce modèle 
rudimentaire fût suivi par de nombreuses études sur la clairance de lřurée par Eggert 
Möller.
50
 Vers 1928, une formule plus élaborée basée sur le volume urinaire a servi 
comme modèle jusquřen 1948. Au même moment, la compréhension de la cinétique de 
substances administrées dans le corps humain faisait un pas de géant avec les recherches 
de Teorell.
51
 Ce nřest quřen 1948 que Lewis a décrit une première formule de clairance 
hépatique fractionnaire, quřil raffinera en 1950 afin dřêtre utilisée comme outil de 
prédiction dřélimination de composés lors de maladies hépatiques.52,53 Bien quřutile, le 
modèle de Lewis nřétait pas parfait. Il décrivait un ratio dřextraction et non une capacité 
exprimée sous forme de débit (volume / temps). En 1949, Dr. Friedrich Hartmut Dost 




son traité décrira pour la première fois le terme pharmacocinétique (p.244 de son traité le 
Řblood levelř [Der Blutspiegel]).55-57 La séparation linguistique et géographique de Dost 
et Lewis permis au Dr. Hoenig et Schück de combiner leurs travaux et de définir pour la 
première fois la clairance comme le ratio de la dose (D) sur lřaire sous la courbe 
(CL=D/ASC).
55
 Il sřagissait pour la première fois dřavoir une méthode de calcul de la 
clairance sans pour autant avoir accès à la bile afin de quantifier ce que le foie excrétait. 
Dřailleurs, tel que déjà soulevé en 1950, il ne sřagissait pas seulement de pouvoir 





Tout au long du développement des concepts de clairance la définition de celle-ci est 
toujours restée la même; volume virtuel de sang complètement épuré dřun composé 
pendant un intervalle de temps.
14
 Une étude mathématique plus rigoureuse fût de mise 
afin dřétablir des équations mathématiques pour décrire différents phénomènes de 
clairance et approfondir ce concept. Cřest ce que plusieurs chercheurs ont fait entre les 
années 1960 et 80.
58
 Il fût donc possible de décrire, par un modèle mathématique, le 
concept de clairance dřun organe ou réservoir perfusé par le sang, défini antérieurement 
par Dost et Lewis.
59
 
 Conceptualisation mathématique de la Clairance 1.4.1
 
La subtilité existante dans lřéquation de la clairance est représentée par le quotient entre 
une vitesse de disparition dřune quantité (unité : masse) et la vitesse de disparition dřune 
concentration (unité : masse / volume). Le rapport entre une quantité et une 
concentration crée la caractéristique unique du paramètre de clairance, soit de quantifier 
lřefficacité dřépuration dřune entité biologique de par ses unités de débit. Ainsi, il sřagit 
de lřunique paramètre représentant la capacité dřune entité biologique (organe, corps 
humain) dřépurer un volume de sang dřune quantité définie dřun composé durant un 
intervalle de temps donné. Une entité biologique, perfusée par un volume constant, 
extrait une quantité de médicament définie à chaque intervalle de temps.
55,59
 






 La simplicité de lřéquation de clairance abrite différents concepts 
détaillé dans le tableau suivant. 
 
Tableau 1. Équations et concepts menant à lřéquation de la clairance systémique.  
 
 
Concentration (C) Quantité (X) 
      
          (Eq. 1)
14
       
        (Eq. 2)
14
 
Modèles mathématique de la vitesse de réaction (rate law) 
Postula 1 : Loi de la conservation de la masse
65
 
Postulat 2: équilibre dynamique de la perfusion (ratio entre out/in est constant), loi 
dřaction de masse66 
                    
  
   




                    
  
    




Le modèle de clairance a été développé en postulant que la cinétique dřun bolus i.v. 
suivait une cinétique dřordre 1. Lřinconvénient de cette méthode est que si lřintervalle 
de temps change, la pente peut changer. Il sera donc plus utile de calculer la vitesse 
instantanée, i.e., lorsque lřintervalle de temps t tend vers 0 (Δ t  0). La pente deviendra 
alors la vitesse instantanée exprimée par dC/dt au lieu de ΔC / Δ t. Compte tenu quřil 
serait impossible de mesurer des intervalles de temps infinitésimalement petit, lřéquation 
de la vitesse de réaction, étant une dérivée, est intégrée pour exprimer la concentration 






      (Eq. 5)14 




       (Eq. 6)14 
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   (Eq. 10)
14
 
Postulat 3 : Modèle utilisé (physiologique : entité organe ou corps humain) système 
fermée où le débit de perfusion est constant (débit perfusant est dřordre 0).14 
X [masse] /V [volume] = C [masse/volume] (Eq. 11)
14
 






Plus la concentration/quantité augmente plus la vitesse d’élimination augmente et 














Figure 3. Représentation générale de la concentration en fonction de la vitesse dřélimination 
dřune concentration de médicament suivant une cinétique dřordre 1 dřun modèle à un 
compartiment. (image dessinée par Jade Huguet). 




Association dřune concentration à une quantité par lřéquation :  
                           
  
  
                   (Eq. 12)14 
Compte tenu que V est constant (postulat 3), kV (pente) est une constante à unité de 
débit (volume/temps) caractérisant la vitesse de changement dřune quantité en fonction 














Figure 4. Représentation générale de la concentration en fonction de la vitesse dřélimination 
dřune quantité de médicament 




Cette approche a permis de mathématiser le paramètre de clairance équivalant à la pente 
(kV = clairance). La clairance est donc représentée par un facteur de proportion entre la 
vitesse dřélimination (unité : masse / temps) dřun composé et sa concentration (unité : 
masse / volume) v/C = kV. À lřinstant t, la capacité dřune entité à éliminer un 
médicament est définie par lřéquation suivante : 





   
  (Eq. 13)
14
 
Cette équation différentielle permet de déterminer la clairance instantanée. Encore une 
fois, il serait impossible de prendre des échantillons à des temps infinitésimalement 
petit. Ainsi, lřintégrale de dX/dt et Ct en fonction du temps, de zéro à lřinfini, permet de 
calculer la capacité globale dřune entité biologique à extraire le médicament selon 
lřéquation:  




   
 
 






Lřintégration à lřinfini de cette équation permet dřobtenir, au numérateur, la quantité 
totale administrée (dose), et au dénominateur, lřaire sous la courbe (AUC).  
          
    





 Additivité des clairances 1.4.2
 
Sachant que différents organes sont dotés dřune capacité éliminatoire, soit par 
métabolisme où excrétion, le calcul de clairance totale ne permettait pas de distinguer la 
proportion de chacun. Cřest alors que des modèles mathématiques plus rigoureux sont 
apparus afin de détailler les différentes clairances associées aux différents 
organes/phénomènes (métaboliques et transporteurs) impliqués dans lřélimination dřun 
composé. Le concept dřadditivité des clairances est fondé sur le fait que les organes 




     
 
      
     
 
           
     
 
       
     
 
      (Eq. 16) 
 





Chaque organe possède son modèle de clairance individualisé et caractéristique. Ce 
genre de modèle permet de mettre en relation des paramètres physiologiques avec des 
équations mathématiques de clairance dřun organe.  
  Modèle de clairance 1.4.3
Le modèle de clairance le plus reconnu et utilisé est le modèle Řwell-stirredř.59 
Lřéquation de ce modèle fût présentée par James Gillette et instaurée par Malcolm 
Rowland en 1973.
59,68
 Ce modèle inclus des paramètres mathématiques décrivant et 
mettant en relation la perfusion dřun organe, la clairance intrinsèque de cet organe et la 
fixation aux protéines du sang dans une même équation (Eq. 18).
59
 De cette façon la 
capacité épuratrice dřun organe est calculable et mise en proportion avec la clairance 
totale du corps humain permettant de déterminer les principaux organes responsables de 
lřélimination dřun médicament. Lřéquation 1859 décrit le modèle classique Řwell-
stirredř:   
               
         




Ce modèle assume que le débit perfusant un organe est constant et que les 
concentrations libres
40





 atteignant un équilibre très rapidement.
14
 De la même façon que 
décrit plus haut (Eq. 12), la vitesse de passage dřun médicament dans le corps humain ou 
dans un organe (compartiment) suit la loi de vitesse dřélimination préalablement définie 
par v = kV*C. De façon simple, les concentrations entrantes dans un compartiment le 
font à une certaine vitesse qui dépend du débit de perfusion de lřorgane (Q), de sa propre 
capacité intrinsèque à éliminer (CLint) et de la liaison aux protéines du sang (fu).
14
 La 
constante kV représente un débit (unité : volume / temps). Le débit de perfusion dřun 
organe (Q)représente la valeur maximale à laquelle un médicament peut traverser un 
organe, permettant dřintroduire lřéquation Q=CL/E (Eq. 19).14 Ainsi, le débit 
dřépuration dřun organe est représenté par une fraction du débit total Q*E=CL. Cette 
fraction fût modélisé selon les lois ci-hautes mentionnées et permettent de quantifier 





Une importante notion est le concept dřépuration. Par exemple, un médicament qui 
sřélimine du foie, cřest-à-dire qui entre par la veine porte ou lřartère hépatique, qui 
circule dans les sinusoïdes est considéré être éliminé si 1) il est transformé en 
métabolite, 2) éliminé par la bile. Ceci implique que la portion de médicament qui 
traverse le foie dans subir aucun changement et continue dans la circulation systémique 
ne fait pas partie de la portion éliminé.
14
 À lřinverse, dřautres organes fermés (aucune 
sortie extérieure à la circulation sanguine) auxquels la formule de clairance totale 
pourraient sřappliquer doit préciser que la portion qui retourne dans la circulation 
sanguine sous forme inchangée nřest pas considérée Řéliminéeř. Compte tenu que ces 
organes nřont pas de sortie extérieure à la circulation sanguine (cerveau, cœur, muscles, 
peau, etc), seule une transformation métabolique est considérée éliminatoire. Par contre, 
la vitesse dřentrée et de sortie nřimpliquant pas de phénomène de transformation 
(métabolisme), comme les mécanismes saturables de transport (transporteurs 
membranaires), est quand même caractérisé par ces différentes processus impliqué 
pouvant définir la clairance intrinsèque dřun organe, qui dans ce cas-ci serait plus 
précisément une capacité de gestion des concentrations locales plus tôt que dřépuration 




Bref, lřexposition des cellules dřun organe Řferméř peut être gérée par un premier facteur 
limitant, les barrières à lřentrée (transporteurs), suivi du deuxième étant sa capacité 
interne à gérer le médicament qui inclue la transformation (métabolisme) et la sortie de 
la cellule (transporteur ou diffusion libre). Toutes ces composantes définissent la 
clairance intrinsèque de lřorgane qui jumelé au débit perfusant vont définir la clairance 
totale de lřorgane ou du corps humain en tant quřentité.  
 
La section suivante détaille comment lřéquation de clairance intrinsèque fût obtenue et 
de quelle manière elle sřapplique dans un contexte de laboratoire in vitro.  
 Clairance intrinsèque  1.4.4
La clairance intrinsèque est associée à la capacité inhérente dřun organe à gérer les 
concentrations circulante dřun médicament. Cette gestion peut être effectuée par 




membranaires dřinflux et dřefflux.71 Lřactivité de ces composantes se calcul par la 
régression non-linéaire de lřéquation  initialement modélisé par Victor Henri et Adrian 
Brown vers 1902, mais expérimentalement appliquée par Leonor Michaelis et Maud 
Leonora Menten.
72
 La vitesse globale de réaction dřune enzyme ou dřun transporteur est 
décrite mathématiquement par lřancienne équation : 
  
    [ ]





Par exemple, la réaction simple entre une enzyme (E) et un substrat (S) gérée par des 
constantes de réaction k se définit selon le modèle de réaction simple à un substrat.
73
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→     (Eq. 21)73 
Selon le postulat quřà lřéquilibre, les constantes sont équivalentes, il est permis de 




    
      
  
 
                              





Selon le modèle de Michaelis et Menten, la constante k2<<<k-1, donc Ks = k-1/k1. 
Évidemment, cette équation émet les postulats retrouvés dans le modèle de clairance 
totale, soit que la formation du complexe binaire enzyme-substrat (ES) équivaut à sa 
séparation (k1= k-1 + k2) et que lřétat dřéquilibre est atteint rapidement permettant de 
stipuler quřà ce moment-là, dc/dt = 0. Ainsi, la  proportionnalité sřécrit; 
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Suivant une transformation mathématique on obtient lřéquation  
  
    [ ]
   [ ]
   (Eq. 24)75 
 
Ce nřest quřen 1925 quřHaldane et Briggs ont permuté Ks dans lřéquation dřHenri-
Michaelis-Menten par Km.
75
 Cette équation souligne le concept de saturabilité associé à 
lřactivité des composantes soient enzymatique ou de transport.75 À faible concentration 




similaire à une équation de vitesse dřordre 1 de style v=dS/dt = k*S1 où k est la 
constante Vmax/Km. De façon inverse, lorsque [S] ˃˃ Km, la vitesse de réaction est 
équivalente à la constante Vmax, et suit une cinétique dřordre zéro où v= dS/dt=kS
0
= k et 




En situation physiologique, où S<<Km, lřéquation 24 se simplifie à   
    [ ]
  
   (Eq. 23) 
Tel que décrit plus, la vitesse dřactivité dřune enzyme ou dřun transporteur est régit 
selon la loi de vitesse de réaction stipulant que      . Ainsi, en situation 
physiologique, isoler la constante k de lřéquation 23 revient à stipuler que       
    [ ]
  
   où   





, où k représente la clairance intrinsèque de lřentité biologique 
étudiée, soit         






Chacune des composantes, enzymatique ou de transport peut être décrit par lřéquation 
24 de façon expérimentale en exposant lřenzyme ou le transporteur à des concentrations 
croissantes dřun médicament et calculer son activité sous forme soit de formation de 
métabolisme ou sous forme de transport en fonction du temps. La courbe obtenue 
permettra de dériver les paramètres Vmax (vitesse maximale de réaction) et Km 
(concentrations nécessaire pour atteindre 50% du Vmax).  
 
Dans un milieu physiologique complexe où autant les enzymes que les transporteurs 
peuvent interagir dans la gestion des concentrations, la notion de clairance intrinsèque de 
lřorgane fût introduite afin de déterminer quelle composante représentait le facteur 
limitant responsable de la clairance intrinsèque globale de lřorgane. Sugiyama et ses 




             
            
                   
         (Eq. 25)20,78,79 
 
Le modèle Michaelis-Menten est un modèle simple qui ne prend pas en considération 
lřinhibition potentielle par le produit ou simplement la présence dřintermédiaires 
(métabolisme séquentiel), car k2<<<k-1 donc Km = k-1/k1.
74




profil allostérique (avec courbe sigmoïdale) ou de coopérativité sont différents que celui 
décrit par lřéquation 24. De plus, la présence de métabolites séquentiels complexifie le 
modèle de réaction simple à un substrat. Un exemple de profil dřallostérie impliquant un 
métabolisme séquentiel sera présenté dans la discussion générale du chapitre 2 (section 
2.3) où, pour la première fois, on démontre que le substrat ébastine est hydroxylé par 
lřisoenzyme CYP2J2 de façon allostérique. Comprendre les processus biologiques et y 
intégrer les concepts de clairance permet de développer des outils puissants de 
prédiction du comportement dřun composé dans lřorganisme. Le modèle intégré de tous 




Figure 5. Intégration des différents modèles et équations de clairance (schéma réalisé par Jade Huguet 




Le concept de clairance, bien quřétudié depuis longtemps, reste un principe complexe et 
unique qui nécessite une complète intégration de la physiologie humaine ainsi que de la 
pharmacocinétique pour en comprendre la grande utilité. Ultimement, la clairance 
permet de calculer la dose pour un individu ayant une capacité connue à éliminer un 
médicament. De plus, elle permet dřinterpréter en termes physiologiques lřimpact des 
organes éliminatoires lors de changements au niveau du débit sanguin, dřactivité 
enzymatique ou du transport des médicaments. La clairance permet aussi dřadapter une 
posologie chez des patients souffrant dřinsuffisance rénale ou hépatique reflétée par des 




 Clairance métabolique 1.4.5
La clairance métabolique établie la contribution enzymatique à la clairance totale 
systémique dřun médicament.59 En pharmacologie clinique, une voie dřélimination 





 In vivo, il est possible de déterminer la contribution des voies métaboliques en 
récupérant lřurine dřun individu et en y quantifiant les métabolites. Le ratio entre la 
quantité excrétée dřun métabolite dans lřurine (Amount excreted :Ae) et lřASC du 




Déterminer les voies métaboliques majeures contribuant au métabolisme dřun 
médicament est un prérequis dans le développement dřun médicament.80 Par définition, 
la clairance dřun organe ne peut dépasser son propre débit.14 De ce fait, selon lřéquation 
CL=Q*E, la capacité maximale à épurer complètement le corps humain complet dřun 
médicament ne peut être plus rapide que le débit le plus élevé du corps humain, i.e., le 
débit cardiaque (~5,6 L /min
81
). Ce chiffre pourrait être atteint par lřaddition des 
clairances de tous les organes du corps humain. À eux seul, le foie et les reins peuvent 
contribuer au maximum à 50% du débit cardiaque.  
 
100% Débit cardiaque (5,6 L/min) = 30 % Débit hépatique (1,5 L/min) + 20 % Débit 
rénal (1,1 L/min) + 50% Débit des autres organes 
 
Ainsi, lorsque la clairance systémique totale est plus grande que la clairance hépatique, il 
est suggéré que des organes extrahépatiques sont impliqués dans lřélimination du 
médicament.
82
 Par exemple, en 1990, la clairance de la morphine a été décrite avec une 
composante extrahépatique à plus de 30%.
83,84
 Le propofol a aussi une contribution 
métabolique (glucuronidation) extrahépatique-rénale de plus de 37% par rapport à celle 
du foie qui est de 60%.
85
 Plus récemment, il a été démontré que le métabolisme 




tyrosine kinase de nouvelle génération, afatinib, approuvé par la FDA comme agent 




Au niveau cardiaque, une clairance métabolique est possible par la présence 
dřisoenzymes du CYP450 (ARNm).88,89 La circulation coronarienne contribue à environ 
3-5% du débit cardiaque (~0,2-0,3 ml/min).
90
 Le cœur en tant quřorgane gestionnaire 
des concentrations locales par métabolisme ne peut donc contribuer à plus de 3-5% de la 
clairance systémique totale. Il est logique de croire que la clairance dřun médicament 
due à un métabolisme local cardiaque ne serait pas sujette à provoquer un impact majeur 
sur la clairance totale. Par contre, lřenjeu ciblé par ce projet de recherche est dřétablir la 
contribution au niveau local et intracellulaire de composantes enzymatiques exprimées 
dans le tissu de cœurs humains.  
 
Cet enjeu sřexplique avec le modèle well-stirred. Un composé dont la clairance 
intrinsèque serait beaucoup plus petite que le débit coronarien verrait sa clairance 
coronarienne dépendante de la capacité enzymatique locale (CLcoronarienne= 
CLint,cardiaque*  ) car 
         
              
.  
 
Une isoenzyme du CYP450 participant à plus de 25 % de la voie métabolique dřun 
substrat dans une cellule cardiaque pourrait de manière significative être impliqué dans 
le métabolisme local de ce substrat. Les concentrations nécessaire pour atteindre le Km 
de cette isoenzyme pourraient être similaires à celles nécessaires pour provoquer 
dřautres effets intracellulaires (plus néfaste, par exemple la concentration nécessaire 
pour inhiber un canal potassique et provoquer un changement dans la repolarisation 
cardiaque). Ceci intensifierait lřimplication de cette isoenzyme dans le devenir locale 
dřun médicament et une variation dans la capacité enzymatique de cette isoenzyme 
pourrait faire varier les concentrations libres du médicament à lřintérieur de la cellule de 
manière très significative. Cet enjeu est au centre même de lřhypothèse de recherche de 
ce projet de doctorat cherchant à étudier la participation à une gestion locale des 




la variabilité associée dans la réponse aux médicaments des isoenzymes de la 
superfamille des CYP450 exprimées dans les cellules du cœur humain. 
 
Dřailleurs ce projet ciblera lřisoenzyme CYP2J2 qui est exprimée de façon 
prédominante au niveau du tissu cardiaque (ventricule).
91
 Un médicament substrat du 
CYP2J2 et distribué au cœur par la circulation coronarienne est susceptible dřêtre 
métabolisé dans les cellules cardiaques. Une diminution de la capacité enzymatique du 
CYP2J2 pourrait favoriser lřaugmentation des concentrations libres du médicament et 
augmenter son action physiologique intracellulaire. De ce fait, une variation de 
lřexpression de cette isoenzyme peut autant influencera les concentrations endogènes 
locales de composés reconnus être métabolisé par le CYP2J2 tel que lřacide 






 Les enzymes du métabolisme des médicaments  1.5
Parmi les différentes enzymes dotées dřune fonction oxydoréductase, les FMO (flavine 
monooxygénase), les AKR (réductase aldo-kéto) et les MAO (monoamines oxydases) 
participent à des réactions métaboliques de composés chimiques, mais on retrouve en 
tête de liste la famille des CYP450s qui exécutent plus de 90% des réactions 
enzymatiques.
94
 Cinq isoenzymes du CYP450 sont responsables dřenviron 75% du 
métabolisme des médicaments (sur le marché ou en développement, n=860 composés, 
4192 réactions métaboliques) dont le CYP3A4 (27%), 2D6 (13%), 2C9 (10%), 2C19 
(9%), 1A2 (9%).
94
 Pour leur part,  les isoenzymes 1A1 (5%), 1B1 (1%), 2A6 (2%), 2B6 
(4%), 2C8 (5%), 2E1 (3 %) et 3A5 (6%) contribuent à 26% du métabolisme 
enzymatique des médicaments.
94
 Quant aux composés endogènes subissant une oxydo-
réduction par les CYP450s (95%), une répartition plus équitable est observée entre les 
différentes isoenzymes où le CYP3A4 compte pour 20% et les isoenzymes 1A1 (7%), 
1B1 (3%), 2A6 (4%), 2B6 (5%), 2C8 (4%), 2E1 (5%) et 3A5 (4%) catalysent 32% des 
réactions.
94
 À noter que les CYP2J2, 4A11 et 4F2 ne sont pas inclus dans ces statistiques 
et que 11 % des réactions sont catalysées par dřautres CYP450s. Cette récente vue 
dřensemble renforce la grande implication des CYP450s dans le métabolisme des 
médicaments et des composés endogènes. Ces isoenzymes sont exprimées dans les 
organes extrahépatiques suggérant une contribution extrahépatique dans le 
métabolisme.
47,95-97
   




 siècle, période déterminante de notre ère, accumule les observations réalisées par 
des dizaines de scientifiques à travers le monde, autant in vitro quřin vivo, sur la 
transformation de la structure chimique de molécules qui deviennent alors plus 
hydrosolubles. Ce phénomène biologique observé chez tous les organismes (micro-
organismes, plantes, animaux et humain) contribue à la découverte des enzymes 
cytochrome P450 qui révolutionnera la pharmacologie clinique après la Deuxième 
Guerre mondiale. En 1948, Walter C. Schneider poursuit les travaux de Kennedy et 




différentielle, des fractions cellulaires actives autres que mitochondriales dans des foies 
de rats où lřon y avait déjà identifié les enzymes déshydrogénases, cytochromes 
oxydases et cytochromes c responsables de lřoxydation dřacides gras.98-101 Dřailleurs, il 
était fascinant à cette époque dřobserver lřoxydation dřun acide gras à un endroit aussi 
peu réactif quřune extrémité méthyl.102 Bien que découvert en 1943 par Albert Claude, 
le réticulum endoplasmique (RE) isolé sous forme de Řmicrosomesř ne fut identifié 
comme lieu dřactivité enzymatique quřen 1954 par Cooper.103,104_ENREF_31 En 1955, 
Axelrod et ses collègues isolent des microsomes du foie, des poumon, du diaphragme, 
des muscles, des reins et du cerveau dřun lapin et y observent une activité enzymatique 
de déméthylation de lřéphédrine en formaldéhyde et noréphédrine à lřaide de 
cofacteurs.
105
 Les essais enzymatiques ont vite fait dřidentifier une dépendance au 
cofacteur nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP), antérieurement appelé 
TNP pour nucléotide triphosphopyridine. Au même moment, la n-déméthylation de la 
méthadone et la conversion de la codéine en morphine étaient étudiées dans les mêmes 





 observent que lřactivité enzymatique microsomale isolée 
de foie de lapin provient dřune enzyme qui possède un pigment (P) et qui lorsque lié au 
monoxyde de carbone (CO) est capable dřabsorber la lumière à un longueur dřonde de 
450 nm. Omura et Sato ont par la suite déterminé que ce pigment était lřhème B 
confirmant que cette hémoprotéine était un cytochrome (CYP : se rapporte à des 
enzymes avec un noyau porphyrine complexé à un atome métallique de fer ou de 
cuivre).
110-112
_ENREF_34 Le terme Cytochrome P 450 (CYP450) a donc vu le jour. Des 
années de découvertes majeures entre 1950 et 1980 ont permis de comprendre cette 















Figure 6. Représentation 3D de la structure protéique du CYP2J2 inséré dans des nanodisques en pyrène 
(PYR-ND). (Image licenciée par Elsevier # 1982084, incluant droit de traduction: McDougle DR, 
Baylon JL, Meling DD, Kambalyal A, Grinkova YV, Hammernik J, Tajkhorshid E, and Das A (2015) 
Incorporation of charged residues in the CYP2J2 F-G loop disrupts CYP2J2Ŕlipid bilayer interactions. 




Le rôle principal du Cytochrome P 450 est de dégrader par oxydation (hydroxylation, 
époxidation entre autres) des composés afin de les rendre plus hydrosolubles par 
lřincorporation dřun oxygène (fonction oxydase). La capacité de lřélément fer du 
Cytochrome P 450 à lier lřoxygène atmosphérique (O2) lui donne aussi un rôle 
dřoxygénase. Le Cytochrome P 450 est donc une enzyme à fonction mixte dřoxydase-
oxygénase. La portion protéine du CYP450 est liée au fer par le souffre dřune cystéine, 
acide aminé hautement conservé entre les espèces.
114
 Le CYP450 possède ainsi deux 
structures soit la portion héminique (porphyrine-fer) et la portion protéique dřoù son 
appellation dřhémoprotéine ou métalloenzyme. Le CYP450 est lié à la membrane du 
réticulum endoplasmique lisse par une queue NH2.
115
 De façon intrinsèque, le CYP450 
nřest pas actif seul dřoù son appellation dřapoprotéine (protéine fonctionnelle avec 
cofacteur). Le CYP450 microsomal fonctionne à lřaide du cofacteur NADPH 
(nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) qui, oxydé par la CYP450-réductase-
NADPH dépendante (CPR), transfère deux électrons au complexe CYP450. Lřobjectif 
ultime de ce manège est dřoxyder un substrat pour le rendre plus polaire augmentant sa 
capacité à se dissoudre dans lřeau ou dans les liquides polaires facilitant son élimination 





À lřétat basal lorsquřaucun substrat est lié, le fer du Cytochrome P 450 est présent sous 
la forme dřoxyde de fer (oxyde ferrique ; Fe3+) de par sa liaison à lřoxygène de lřeau.117 
La propriété oxydoréductrice de ce complexe est le phénomène clef pour lřoxydation des 
substrats. Brièvement et simplement, les étapes du cycle dřoxydation dřun substrat par 
lřanneau porphyrine (hème) du CYP450 débute par la liaison du substrat (-RH) à 
lřapoprotéine (substrat/inhibiteur de type I) ou au fer (substrat/inhibiteur de type II) de 
lřhème déplaçant lřeau et formant un complexe enzyme-substrat (ES). La machine se 
met donc en branle et lřoxyde ferrique (Fe3+; 3 états dřoxydation) accepte un électron 
fourni par lřoxydation du NADPH. Le fer est donc réduit (Fe2+) le rendant maintenant 
disponible pour lier lřoxygène atmosphérique (O2), qui en soit est un agent oxydant mais 
qui sans lřaide dřun catalyseur prendrait des millions dřannées à oxyder une molécule. 
Une fois lié au dioxygène, lřoxygène terminal est réduit par un autre électron fourni par 
lřoxydation du NADPH. Sřensuivent deux protonations par deux hydrogènes sur ce 
même oxygène et du clivage hétérolytique des deux oxygènes libérant une molécule 
dřeau. Lřhème est alors sous sa forme très instable dřoxoferryl qui se lie très rapidement 
et de façon séquentielle avec 1) lřhydrogène du substrat laissant le substrat seul et 2) 
avec le substrat ce qui en fin de compte troque le substrat ŔRH en -ROH.26,116,117 
Lřincorporation dřun seul oxygène provenant de lřoxygène atmosphérique qualifie 
lřenzyme de monooxygénase. Lřéquation118 globale de cette réaction dřoxydoréduction 
est : 
 
              
                 
 
La conformation protéique du CYP450, définissant sa sélectivité envers les substrats, a 
vite fait de révéler une très grande diversité inter-espèces et intra-
espèces.
102,119,120
_ENREF_39 La principale observation de cette variabilité fut 
démontrée lorsquřun même composé administré chez différents individus résultait en 
des profils métaboliques distincts.
121
 Cette variabilité interindividuelle chez lřhumain a 







 Localisation des Cytochromes P450 cardiaques  1.5.2
 
Mes travaux de recherche se basent sur lřactivité observée dans le tissu ventriculaire 
cardiaque chez lřhumain. Tout dřabord, les échantillons ont été prélevés de lřapex (base) 









Figure 7. Configuration des zones au niveau des ventricules de cœurs humains. (Propriété du Réseau 
dřÉchange de Tissus et Échantillons Biologiques RETEB de lřInstitut de Cardiologie de Montréal)  
 
Le tissu ventriculaire regroupe des cellules myocytaires (cardiomyocytes) et des cellules 
non myocytaires (NMC) jointes par une matrice extracellulaire (Figure 8).
124,125
 Parmi 
les cellules NMC, on retrouve les cellules endothéliales qui tapissent les artères et les 
veines coronaires, et lřendocarde qui tapisse les cavités internes des ventricules et des 
oreillettes, les cellules musculaires lisses vasculaires adjacentes aux cellules 
endothéliales, les fibroblastes localisés dans lřendomysium, les péricytes, les mastocytes 
et les macrophages.
124,126,127
_ENREF_4_71 Toutes ces composantes interagissent entre 
elles à lřaide de facteurs de croissance, de cytokines, de protéines ou de molécules 
vasoactives.
126,128
 La communication est dřautant plus sollicitée lors de maladies 
cardiaques ou de blessures comme un épisode dřischémie ou dřinsuffisance cardiaque.129 
Les cardiomyocytes constituent la majorité de la masse du cœur en termes de densité 
mais représentent uniquement 30% du nombre de cellules cardiaques alors que les NMC 
























Figure 8. Représentation schématique des cellules dřune coupe latérale du mur dřun cœur humain.131 
(Licence de rééditez dans une thèse/dissertation  # 3666640202814 fournie par Copyright Clearance 
Center) 
 
En 1989, lřéquipe de Brown et Black ont découvert la topologie de la membrane du 
réticulum endoplasmique (microsomale) où les isoenzymes du CYP450 exprimées chez 
les mammifères sřy rattachent.132 La protéine du CYP450 y est rattachée par le bout 
NH2-terminal par un ou deux segments transmembranaires constituant environ 50 
résidus dřacides aminés et le reste de la protéine, dont la partie héminique, serait 
exposée sur le côté cytosolique ou intra-membranaire de la membrane du réticulum 
endoplasmique (Figure 6). Deux réticulums endoplasmiques sont exprimés dans la 
majorité des cellules eucaryotes dont les réticula endoplasmiques lisse et rugueux.
133,134
 
{Porter, 1945 #2089}Les cardiomyocytes expriment eux aussi ces deux organelles. Compte 
tenu de la nature musculaire des cardiomyocytes, le réticulum endoplasmique lisse est 
plus spécialisé en étant un lieu dřentreposagedu calcium (Ca2+) et se nomme réticulum 
sarcoplasmique (RS) (Figure 9).
135
 Il nřy a aucune évidence à ce jour, selon nos 
connaissances, que le RS exprime des CYP450s à sa membrane. Par contre, compte tenu 
que la protéine du CYP450 est reconnue comme étant attachée majoritairement au 
niveau de la membrane du réticulum endoplasmique lisse, il est suggéré quřau niveau 
cardiaque les CYP450s soient exprimés au niveau de la membrane du RS. Dřailleurs, il a 
été démontré que certaines isoenzymes sont exprimées sur la membrane du réticulum 
sarcoplasmique du muscle squelettique.
136
 De plus, il a été suggéré que certains 




du réticulum sarcoplasmique et le canal Ca
2+















Figure 9. Représentation schématique dřun cardiomyocyteet du transport du calcium lors du phénomène 
dřexcitation-contraction du muscle. (Dřaprès Shiels et collègues. Physiology. 2014 Vol. 29 no. 6, 456-469 
dont aucune permission est nécessaire pour la représentation dans cette thèse selon le centre 
Copyright Clearance Center Rightslink.
138
) Légende : LTCC : canal L-type CA
2+





, RyR : récepteur ryanodine, SERCA2 : Sarcoplasmic Reticulum SR Ca
2+
- ATPase, SR : 
réticulum sarcoplasmique. 
 
La technique dřultracentrifugation différentielle permet dřisoler de manière sélective 
selon le poids et la densité des organelles cellulaires les organelles voulus. Au niveau du 
tissu ventriculaire cardiaque humain utilisé dans mes études doctorales (niveau I à IV), 
la présence de cellules musculaires lisses, endothéliales, cardiomyocytes et fibroblastes 
signifie que lřisolation de la fraction microsomale renferme le réticulum 
endoplasmique/sarcoplasmique de toutes ces cellules confondues.  
 
Localisation des CYP450s dans le tissu cardiaque vs cardiomyocytes : 
Chez la souris, la présence dřisoenzyme du CYP450 2J2 dans les cardiomyocytes a été 
observée par immunohistochimie.
139
 Chez le rat, lřisoenzyme CYP2J3 a aussi été 
identifiée par immunohistochimie dans les myocytes dřoreillettes et de ventricules de 
cœur.140 De façon moins prononcée, le CYP2J3 a aussi été détecté dans les cellules 
endothéliales de lřendocarde.140 Fait intéressant, le muscle squelettique de lřépaule ou du 




2004, les isoenzymes CYP2J2 et CYP2C8 et 2C9 ont été observées par la technique 
dřimmunohistochimie dans le tissu myocardique de deux échantillons de cœurs humains 
sur trois.
141
 En 2007, lřéquipe de DeLozier et collègues démontre la présence de 
lřisoenzyme CYP2J2 et 2C8 dans les cardiomyocytes et les cellules endothéliales de 
cœurs humains. Finalement, notre laboratoire a observé en 2010 la présence (ARNm) 
dřisoenzymes du CYP2C et 2J2 dans les cardiomyocytes de ventricule de cœurs 
humains.
91
 Il a été récemment démontré que lřARNm de lřisoenzyme du CYP2J2 
sřexprime en même quantité dans le tissu cardiaque et les cardiomyocytes.142  
 
Lřutilisation de la fraction microsomale reflète lřactivité des isoenzymes exprimées dans 
le réticulum endoplasmique/sarcoplasmique du tissu ventriculaire cardiaque humain. 
Cette fraction telle que mentionnée plus tôt a été isolée selon la technique 
dřultracentrifugation différentielle adaptée pour le tissu ventriculaire cardiaque humain 
dans notre laboratoire. 
91
 Une brève description des isoenzymes quantifiées dans le 
ventricule de cœurs humains est présentée à la section 1.7. 
 
Différence entre ventricule droit et ventricule gauche 
Le CYP2J2 est plus présent en ARNm dans le ventricule gauche que dans le ventricule 
droit selon Michaud et collègues
91
 malgré des études précédentes effectuées par Thum et 
Borlack qui ont démontré que le ventricule droit exprimait plus dřARNm de certains 




De plus, les dysfonctions ventriculaire favorisent le développement dřarrythmies.143 Ceci 
pourrait suggérer que des changements morphologiques du ventricule gauche ou des 
variations dřétats pro-inflammatoires suite à ces dysfonctions ventriculaires pourraient 
contrôler de manière différente lřexpression des gènes et des protéines fonctionnelles des 
CYP450s par rapport au ventricule droit. Les présents travaux de recherche vont exposer 
les résultats obtenus dřexpression dřARNm du CYP2J2 entre le ventricule droit et le 




 Approches expérimentales d’études du métabolisme des 1.6
médicaments 
 
Lřidentification des voies métaboliques impliquées dans la biotransformation des 
médicaments est essentielle dans le développement des médicaments. Certaines des 
principales raisons pour effectuer des études métaboliques des médicaments sont 
dřidentifier, de caractériser et de quantifier les métabolites formés, la vitesse et les voies 
métaboliques empruntées par lesquelles ils sont formés, dřidentifier leurs actions 
pharmacologiques afin dřétablir un profil dřefficacité et dřusage sécuritaire du 
médicament mère et de ses métabolites. Déterminer ces paramètres est dřautant plus 
important lorsquřun médicament est éliminé par voies métaboliques particulières non 
exprimées au niveau du foie, et donc non perceptibles par des études de 
pharmacocinétique conventionnelle.  
 Modèles In Vitro 1.6.1
 
Les modèles généralement utilisés in vitro sont présentés à la Figure 10.
144
 Les modèles 
utilisés dans mes travaux de recherches sont les modèles dřisoenzymes recombinantes 
humaines (rhCYP450) et de la fraction sous-cellulaire microsomale : microsomes de 
foies (HLM : Human Liver Microsomes) et de cœurs humains (MCH; microsomes de 








Figure 10. Modèles/matrices pour étudier le métabolisme in vitro. 
Les microsomes de cœurs humains sont isolés par la technique dřultracentrifugation 
différentielle développée par la Dre Véronique Michaud dans mon laboratoire dřaccueil 
(Figure 11).
91





) et de la densité (1.1-1.3 g/cm
3) 









 Métabolisme extrahépatique par les CYP450s 1.6.2
 
La notion de métabolisme (Grec ; métabole signifiant Ř changement, transformationř) fut 
effleurée par le médecin arabe Ibn al-Nafis citant ‘the body and its parts are in a 
continuous state of dissolution and nourishment, so they are inevitably undergoing 
permanent change.’145 La définition officielle de métabolisme depuis le début de lřère 
moderne décrit toutes les réactions chimiques se produisant dans les cellules vivantes de 
lřorganisme constituées de deux catégories; lřanabolisme et le catabolisme. Rapidement 
la notion dřenzyme fut liée au métabolisme durant le 18ième siècle, moment où le terme 
enzyme (grec ἔνζυμον: ἔν Řdansř et ζυμον Řlevainř) fut déterminé par William Kuhne en 
1876.
146
 Durant la même période, le métabolisme des xénobiotiques (grec : xenos 
Řétrangéř et bios Řvieř) a fait son apparition chez lřhumain par lřétude de la 
transformation de lřacide benzoïque en acide hippurique.147,148 
 
Lřimportance du métabolisme extrahépatique était encore peu mise de lřavant dû à la 
très grande capacité métabolique du foie largement documentée depuis plus de 50 ans. 
Néanmoins, sa reconnaissance a été effectuée simultanément lorsque dřautres organes 
que le foie furent identifiés capables de réactions enzymatiques.
149
 Lřarrivée des 
techniques dřhomogénéisation (1930)150 et de centrifugation différentielle (1940-49)151-
153
 permettant dřisoler les sources sous-cellulaires et par le fait même le type de réaction 
ont marqué lřessor des recherches sur le métabolisme des xénobiotiques et des composés 
endogènes autant au niveau du foie que dans les organes extrahépatiques. Des études in 




lřhomme. Le métabolisme extrahépatique a été traité une première fois avec lřétude du 
métabolisme de lřalcool chez lřhumain.154 Beaucoup plus tard, les années 70 marquent 
les premières études in vitro chez lřanimal démontrant lřapport des poumons et des reins 
par rapport au foie dans le métabolisme dépendant des CYP450s, des N-
acétyltransférase, de lřUDP-glucuronyltransférase et plusieurs autres enzymes chez les 
rats, les lapins, les souris, les hamsters et les cochons dřInde.155 La faible sensibilité des 
méthodes de dosages de lřépoque a limité les chercheurs à observer une activité 
métabolique dans les tissus extrahépatiques. Il était par contre déjà établi quřune grande 





Chez lřhumain les premiers termes dřélimination extrahépatique ont été mis en évidence 
par lřétude de la pharmacocinétique de la morphine dont la clairance non-hépatique 
représentait 40% de la clairance totale (CLtotale > CLhépatique) suggérant que 
lřélimination nřétait pas uniquement gérée par le foie.84 Le principe, devenue populaire, 
veut que si la clairance hépatique est plus petite que la clairance totale, des mécanismes 
dřélimination extrahépatiques peuvent être impliqués.86  
 
Murray et son équipe ont localisé pour la première fois en 1988 des CYP450s dans 
différents tissus extrahépatiques chez lřhumain dont le petit intestin, les cellules 
myéloïdes de la moelle épinière et les mastocytes.
96
 Durant cette même période, lřéquipe 
du chercheur Fred Peter Guenguerich purifiait 6 différentes isoenzymes du CYP450 
chez 4 donneurs de foie.
156
 Lřidentification de CYP450s dans le cœur humain fut pour la 
première fois établie par lřéquipe de Zeldin en 1996. Cette équipe a observé une forte 
expression de lřisoenzyme CYP2J2 (SW2-17) dans un pool de tissus de cœurs 
humains.
157
 Les isoenzymes CYP1A1, 2B6, 2C8, 2C19, 2D6 et 4B1 furent par la suite 
identifiées de façon prédominante dans le ventricule de cœurs humains droit tandis que 
le CYP2E1 était exprimé dans toutes les régions du cœur.9 Cependant, ce nřest quřen 
2002 que Thum et Borlack ont démontré lřexpression dřARNm du CYP2J2 dans le 




 CYP450 cardiaques 1.7
Dans le cœur humain, au niveau des ventricules, lřexpression relative de certaines 
CYP450 a été démontrée par Michaud et collègues Figure 30.
91
 De celles-ci, 




Le cytochrome 1A1 (EC 1.14.14.1 famille 1, sous-famille A, polypeptide 1) est encodé 
par le gène CYP1A1 sur le chromosome 15q24.1. Lřisoenzyme 1A1 du cytochrome 
P450 nřest que très peu ou pas du tout exprimée de façon constitutive au niveau du foie, 
considérée même comme enzyme extrahépatique. Son expression au niveau des 
poumons, des lymphocytes, du placenta, de la peau, du cœur ainsi quřau niveau des 
cellules cancéreuses est largement documentée.
91,159-164
 Il est donc stratégique de cibler 
cette isoenzyme au niveau extrahépatique afin de contrôler les concentrations de 
médicaments localement. _ENREF_25_ENREF_25_ENREF_25_ENREF_25Dřailleurs, 
cřest la stratégie adoptée pour certains nouveaux médicaments contre le cancer tel que le 
nouvel agent pharmacologique aminoflavone (en phase II du développement clinique) 
qui cible les cellules cancéreuses.
165
 Lřaminoflavone doit être métabolisée par le 
CYP1A1 ainsi que par SULT1A1 (sulfotransférase) afin dřexercer son action 
apoptotique dans les cellules cancéreuse.
165
 Dřailleurs, lřisoenzyme CYP1A1 est très 
influente dans le métabolisme des composés pro-carcinogènes compte tenu de sa 
capacité à métaboliser des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), tel que le 
benzopyrène retrouvé entre autres dans la fumée de cigarette ou dans lřéchappement de 
véhicules au diesel. La bioactivation des HAPs par le CYP1A1 favorise la formation de 
phénols et dřépoxydes, considérés toxiques de par leur capacité à sřintercaler dans 
lřADN et créer des mutations.166,167_ENREF_23 Le CYP1A1 est aussi doté dřactivité 
métabolique envers les composés halogénés ainsi que les amines aromatiques.  
 
Par ailleurs, lřisoenzyme CYP1A1 est hautement inductible par ses propres substrats, via 
le récepteur nucléaire (AhR; aryl hydrocarbon receptor).
168
 Une surexpression du 




risque de développement de cancers.
167,169
 Dřailleurs, des polymorphismes associés à 
lřisoenzyme CYP1A1 sont associés à des différences dřactivité dans le métabolisme du 
benzopyrène.
170
 Trois importants polymorphismes nucléotidiques uniques (SNP) parmi 
les 10 identifiés affectent lřactivité de lřenzyme : le CYP1A1*2 (Ile462Val) et le 
CYP1A1*4 (Thr
461
Asn). Les polymorphismes *2 et *4 ont une capacité métabolique 
(CLint) de 18 et de 40 fois plus élevée que lřisoenzyme sauvage (CYP1A1*1) dans la O-
déméthylation de lřéthoxyrésorufine.171 Étant donné son potentiel activateur de pro-
carcinogènes, les individus exprimant un variant du CYP1A1 pourraient avoir un risque 
accru à certains types de cancer.
172,173
 Lřisoenzyme CYP1A1 est la troisième enzyme la 
plus exprimée au niveau cardiaque
91
 avec une très grande variabilité dřexpression de 
lřARNm (˃ 1000 fois). 
 
Lřacide arachidonique est aussi métabolisé par lřisoenzyme CYP1A1 dû à sa forme 
planaire qui sřagence bien avec la petite pochette de liaison du CYP1A1.174 Le 
métabolite majoritaire est le 14,15-EET, une molécule lipidique active pro-angiogénique 
et proliférative.
175,176
 La quantité de 14,15-EET est augmentée de façon significative 
dans les cellules cancéreuses du cancer du sein.
177
 Lřimpact clinique de ce phénomène 
reste malgré tout négligeable étant donné que la vitesse de transformation de lřAA en 






Le cytochrome 2B6 (famille 2, sous-famille B, polypeptide 6, 48kDa, 491 acides 
aminés) est encodé par le gène CYP2B6 sur le chromosome 19q13.2. LřADN de cette 
isoenzyme, surnommée à lřépoque cytochrome PB (phénobarbital), a pour la première 
fois été cloné dans la membrane de microsomes de foie humain en 1985 par lřéquipe du 
professeur Phillips à Londres.
179,180
 Les premières techniques dřidentification de cette 
protéine à lřaide dřanticorps, plus ou moins sélectifs, nřont pas permis de révéler la vraie 
contribution du CYP2B6 à lřéventail des CYP450s retrouvés dans le foie humain.180 
Lřexpression relative de la protéine CYP2B6 dans le foie humain ne fait pas consensus, 




CYP2B6 varie de 2 à 10 %  au niveau du foie et même parfois rapportée en dessous du 
1%.
180
 Dépendamment des donneurs choisis, il peut y avoir des variations entre les 
individus allant jusquřà 150 fois (1 Ŕ 148 pmol/mg protéines) dans le foie humain.181-183 
Dřailleurs, cette isoenzyme possède le plus de polymorphismes génétiques avec plus de 
100
184
 polymorphismes nucléotidiques (SNP) connus dont les plus importants sont 
associés à une diminution ou perte complète de lřactivité enzymatique tel que le 




Le CYP2B6 se retrouve uniformément exprimé à travers les zones 1, 2 et 3 dřun acinus 
hépatique.
186
 Bien que variable, la contribution du CYP2B6 est non négligeable vu sa 
capacité à métaboliser environ 8-10%
187
 des médicaments utilisés en cliniques dont 
certains agissent au niveau du système nerveux central tels que le bupropion, la 
kétamine, la méthadone, la sertraline, le propofol et dřautres au niveau du rein tel que 
lřifosfamide.188-190 Ajouté au fait que lřon retrouve le CYP2B6 dans différents tissus 
extrahépatiques (rein, cerveau, intestin, peau, cœur, poumon)47,91,180,191,192, il est suggéré 
que cette isoenzyme soit susceptible dřêtre impliquée dans des interactions 
médicamenteuses. Dřailleurs, chez des patients atteints du VIH ainsi que de tuberculose, 
la clairance (CL/F) de lřefavirenz, un substrat du CYP2B6, était plus faible chez ceux 
ayant le génotype CYP2B6*6.
193
 De plus, il a été suggéré que le CYP2B6 est 
responsable de toxicité locale au niveau du cerveau et du rein.
194,195
 De façon endogène, 
le CYP2B6 nřoxyde pas lřacide arachidonique de façon significative, mais possède la 
capacité de former des métabolites hydroxylés en position oméga/oméga-1 (ω/ ω-1).196 
Ceci corrèle bien avec le fait que les substrats du CYP2B6 sont en général de petites 
molécules hydrophobiques.
189
 Au niveau cardiaque, la transcription du gène CYP2B6 et 
peu abondante en comparaison avec dřautres isoenzymes. Par contre, son rôle dřenzyme 
de métabolisme au niveau cardiaque reste à être déterminé compte tenu de sa capacité à 
métaboliser des composés qui possèdent des toxicités cardiaques. Par exemple, la 
méthadone est un composé chiral dont la R-méthadone est le principal composé actif.
197
 
La méthadone est un composé capable de bloquer le canal IKr (hERG; présenté plus loin 
dans la thèse) dans les cardiomyocytes et donc, possède un potentiel dřengendrer un 




Cette capacité à bloquer le canal IKr est plus grande pour lřénantiomère S-méthadone 
(IC50 = 2 µM) que pour le R-méthadone (IC50 = 7 µM). De plus, lřisoenzyme CYP2B6 
catalyse la réaction dřhydroxylation de la méthadone. Une mutation de lřisoenzyme 
diminuant son activité pourrait favoriser lřaccumulation de la méthadone. Étant donné 
que lřisoenzyme CYP2B6 est présente au niveau du tissu ventriculaire cardiaque il est 
possible que les concentrations de méthadone distribuées dans les cardiomyocytes 
puissent être influencées par la présence du CYP2B6 et ce de façon plus marquée si 
lřisoenzyme est non-fonctionnelle. 
CYP2C8 
 
Lřisoenzyme du CYP450 2C8 (31 kilobases, 9 exons) est encodée par le gène CYP2C8 
sur le chromosome 10q23. Au niveau hépatique, le CYP2C8 est exprimé à environ à 
9%
198
 et métabolise 5% des médicaments prescrits.
199
 Les substrats du CYP2C8 
ressemblent à ceux du CYP3A4 par contre, la réaction métabolique est parfois bien 
différente. Lřexemple le plus commun est le substrat paclitaxel, qui aux mains du 3A4 
va être hydroxylé en position 3ř tandis que le CYP2C8 va hydroxyler la molécule à la 
position 6ř.200,201 Une des raisons de cette complémentarité de substrats relève de la 




calibre comparable au 3A4 (1386 Å
3
). Cette très grande cavité de liaison favorise le 
métabolisme de substrats volumineux tels que le répaglinide, la rosiglitazone, la 
cérivastatine, le vérapamil, lřamiodarone, la méthadone et bien dřautres.203-205 De plus, 
cette caractéristique du CYP2C8 lui donne la capacité particulière de métaboliser des 
substrats glucuronidés. Dřailleurs, récemment découvert, le métabolite 3-
hydroxydesoratadine est métabolisé par le CYP2C8 mais seulement lorsque celui-ci est 
préalablement glucuronidé par lřUGT2B10.206  
 
Lřimplication du CYP2C8 dans le métabolisme de composés endogènes comme lřacide 
arachidonique est abondamment documentée.
196,201,207
 Les premières analyses du 
métabolismes de lřAA par le CYP2C8 furent effectuées en 1995 par lřéquipe de Zeldin 
qui ont identifié les principaux métabolites formés soient le 11(R),12(S)-EET et le 
14(R),15(S)-EET.
208

















, cellules du cancer du sein
177
) jumelée à sa capacité à former 
des métabolites EET vasoactifs déterminent son rôle dans le contrôle du tonus 
vasculaire. Au niveau cardiaque, lřexpression protéique de lřisoenzyme CYP2C8 nřa pas 
été observée dans les différentes régions du cœur humain9 alors que lřARN messager y 
est présent.
9,91
 Le lien entre lřaugmentation du risque dřinfarctus du myocarde et les 
individus homozygotes CYP2C8*3, le plus exprimé chez les Caucasiens
199
, a été observé 
par Yasar et collègues avec un rapport des cotes (Odds ratio; OD) de 2.1 (IC95% : 0.7-
5.8) et 1.9 (IC95% : 0.6-6.0) pour les hommes et femmes respectivement.
210
 Dřailleurs, 






Lřisoenzyme du CYP450 2C9 est encodée par le gène CYP2C9 sur le chromosome 
10q24. Au niveau du foie, cette isoenzyme représente environ de 15-25% de 
lřexpression des enzymes du CYP450 et participe à environ 15% du métabolisme des 
médicaments utilisés en clinique.
212
 Au niveau extrahépatique, la protéine du CYP2C9 
est fortement exprimée dans le tubule proximal du rein et dans les cellules pariétales.
141
 
On la retrouve entre autres dans lřintestin, le conduit biliaire, les poumons, les vaisseaux 
sanguins, le myocarde,  la glande surrénale et la prostate de façon plus 
modérée.
95,141,213,214





Le gène de lřisoenzyme CYP2C9 est polymorphique avec plus de 58 mutations altérant 
au moins un acide aminé (non synonymous) (http://www.imm.ki.se/CYPalleles). 
CYP2C9*2 (13%) et *3 (8%) sont deux mutations parmi les plus étudiées et exprimées 
dans la population caucasienne.
216
 Responsable du métabolisme de médicaments à index 




 et le tolbutamide
216
, le 
CYP2C9 est enclin à des interactions médicamenteuses. Par exemple, la clairance de la 
tolbutamide des individus dont le génotype est homozygote pour CYP2C9*3 est 6,4-fois 







Au niveau endogène, lřisoenzyme CYP2C9 est impliquée dans le métabolisme de 
lřacide arachidonique. La formation dřEET (52%), HETE (11%) et ω/ ω-1 (10%) sont 
les plus importants métabolites vasoactifs produits par le CYP2C9.
196
 Parmi les 
différents EET, le 14,15-EET (24%) est formé de façon majoritaire.
196
 Compte tenu du 
potentiel vasoactifs des EETs, cette isoenzyme a la faculté dřêtre un médiateur 
dřhoméostasie cardiovasculaire.219 LřARNm du CYP2C9 est présent dans le ventricule 
gauche humain.
91
 La protéine et lřARNm ont aussi été détectés de façon plus importante 
dans les artères coronaires et dans lřaorte de cinq patients que dans le tissu cardiaque 
complet.
214
 Ceci renforce le rôle du CYP2C9 dans lřhoméostasie vasculaire compte tenu 
de son expression dans le tissu artériel coronarien qui contient des cellules endothéliales, 






Lřisoenzyme 2D6 du cytochrome P450 est encodée par le gène CYP2D6 sur le 
chromosome 22q13.1 et contient 9 exons. Contrairement aux autres isoenzymes, elle 
nřest pas inductible.220 Le CYP2D6 représente moins de 5 % des CYP450s au niveau du 
foie.
181
 Néanmoins, elle est sujette à une grande variabilité interindividuelle faisant 
lřobjet de multitudes de recherches depuis les années 1970.221 Elle est hautement 
polymorphique avec plus de 80 mutations non silencieuses (http://www.cypalleles.ki.se/)  
et métabolise environ 25%
221
 des médicaments couramment utilisés en clinique 
favorisant son potentiel dřinteractions médicamenteuses.222 Les polymorphismes 
associés à cette isoenzyme se divisent en 4 catégories soient les métabolisateurs lents (5-
10 % Caucasiens), intermédiaires (10-15% des Caucasiens), normaux (60-85% des 
Caucasiens) et ultrarapides (1-10 % des Caucasiens).
220
 Dřailleurs, 35% des substrats du 
CYP2D6 couramment utilisés en clinique sont associés à de la surveillance 










Au niveau extrahépatique, lřintestin grêle et les poumons expriment lřARNm ainsi que 
la protéine du CYP2D6.
223,224
 Au niveau du ventricule gauche, un petit échantillon a été 
testé dans notre laboratoire où il est exprimé de façon très variable dans 7 cœurs 










Figure 12. Expression relative de lřARNm de lřisoenzyme CYP2D6, CYP2J2 et CYP2E1 dans les cœurs 





Lřisoenzyme du cytochrome P450 2E1 (CYP2E1) est la deuxième plus abondante 
enzyme exprimée dans les ventricules de cœurs humains.91 Cette isoenzyme est 
fortement impliquée dans lřoxydation des médicaments225 ou solvants à faible poids 
moléculaires résultant en des métabolites à potentiel cancérigène et hépatotoxique, dans 
la formation de radicaux libres
226
 et dans lřoxydation de lřéthanol. Lřexpression de la 
protéine du CYP2E1 est augmentée dans un contexte dřischémie ou de cardiomyopathie 
dilatée par rapport à des cœurs en bonne santé.227 Cette surexpression favoriserait une 
augmentation du stress oxydatif dans les cellules du tissu exprimant le CYP2E1, 
phénomène déjà amplifié par la présence de pathologies cardiovasculaires.
228,229
 
Dřailleurs, le CYP2E1 est hautement productif en ROS (reactive oxygen species) et 
favorise lřapoptose des cellules par stress oxydatif.230,231 Par contre, nous avons observé 
quřil nřy avait aucune différence dans lřexpression de lřARNmessager (ARNm) du 




Le CYP2E1 est aussi hautement inductible de façon post-traductionnelle par lřéthanol.232 
Lřisoenzyme CYP2E1 se localise majoritairement dans le réticulum endoplasmique de 
différents tissus dont le foie, les poumons, le cœur, le placenta et la peau.91,225,233 Au 
niveau hépatique, une grande variabilité dans lřexpression de la protéine et de lřARNm a 
été observée chez lřhumain avec cirrhose en plus dřune faible corrélation entre la 
protéine et lřARNm suggérant encore une fois des mécanismes pré/post traductionnelle 
affectant son expression.
234
 Au niveau cardiaque, la variabilité dans lřexpression de 
lřARNm du CYP2E1 (jusquřà 1000 fois de différence entre les individus) est créée par 




Lřisoenzyme CYP2E1 catalyse la transformation de lřacide arachidonique en acide 
hydroxyéicosatétranoïque (HETE), substance vasoactive pouvant influencer 
lřhoméostasie cardiovasculaire locale. Il sřavère donc pertinent dřétudier la cinétique 
enzymatique du CYP2E1 dans le ventricule de cœurs humains afin dřétablir son profil 
cinétique cardiaque.  
CYP2J2 
 
Lřisoenzyme CYP2J2 (~40.3 kb), encodée par le gène CYP2J2 est localisée sur le 
chromosome 1 et contient 8 introns et 9 exons.
235
 Discutée à la section 1.5.2., la 
localisation du CYP2J2 fut démontrée dans plusieurs tissus dont lřintestin, les cellules 
pariétales de lřestomac, les tubules proximaux, distaux et collecteurs du rein, au niveau 
des cardiomyocytes et des cellules endothéliales cardiaques.
91,141
 En 1996, la première 
évidence de lřexistence de cette isoenzyme a été découverte par lřéquipe du Dr. Darryl 
C. Zeldin.
157
 Déjà, une certaine variabilité existait dans lřexpression de cette isoenzyme 
au niveau cardiaque. Subséquemment, le CYP2J2 fut lřobjet de plusieurs recherches 
dues à sa capacité à métaboliser de façon énantiosélective lřacide arachidonique en 
époxydes vasoactifs, les acides époxiéicosanoïques (EET) qui sont de puissants 
régulateurs du tonus vasculaire par leur capacité à baisser la pression sanguine, à 
diminuer lřinflammation vasculaire et améliorer la fonction contractile cardiaque.236-
244




dans lřeffet protecteur de lřhoméostasie cardiovasculaire à pousser les recherches pour le 
développement de molécules qui favoriseraient de plus hauts niveaux dřEET en 
empêchant sa dégradation ou en favorisant sa production endogène. Lřépoxyde 
hydrolase soluble (sEH) est lřenzyme qui dégrade les EET. Des médicaments inhibant 
cet enzyme sont en développement clinique.
245
 Ceci reste une hypothèse scientifique car 
lřutilisation de ces agents pharmacologiques dans une population qui sous-exprimerait 
déjà les isoenzymes époxydes (CYP2J2, 2C8 et 2C9) en amont de la cascade se 
traduirait par des concentrations dřEET plus faibles que la normale. De façon imagée, le 
bloc de la sEH ramènerait à des niveaux normaux et non supérieurs les concentrations 
dřEET. Lřavantage de niveaux supérieurs dřEET fut démontré cardioprotecteur dans 
plusieurs études.
237,246
 Par contre, une étape de compréhension des mécanismes en 
amont dans la formation des EET se doit dřêtre accomplie afin dřidentifier de manière 
plus concrète les mécanismes que les maladies cardiovasculaire ont sur lřexpression et 
lřactivité des CYP450s cardiaques afin de trouver des solutions pharmacologiques plus 
pertinentes et logiques. 
 
Lřintérêt grandissant pour cette isoenzyme a aussi vu le jour suite à certaines études qui 
ont démonté que le polymorphisme CYP2J2*7, mutation située à 50 paires de base en 
amont du site de départ de la transcription dans la région promotrice du gène codant 
pour un site de liaison à la protéine Sp1, était associé à un risque augmenté de 
cardiomyopathies cardiovasculaires et dřhypertension.235,239,247 Lřhypothèse sous-jacente 
à ces études se basait sur les observations de Spiecker et collègues qui a observé une 
diminution de lřactivité de la région promotrice dans des vecteurs exprimant le variant 
allélique CYP2J2*7.
239
 Aucune recherche nřa par contre démontré que la mutation 
CYP2J2*7 diminuait la quantité formée de la protéine CYP2J2 ou son activité ce qui 
supporte les résultats de nombreuses études nřayant pas réussi à démontrer un lien entre 
le polymorphisme CYP2J2 et lřaugmentation du risque de cardiomyopathies 
cardiovasculaires ou dřhypertension.248-255  
CYP3A 
Le CYP2J2 peut aussi former le métabolite 19-HETE, qui génère des effets 




engendrés par les métabolites formés par le CYP2J2 peut créer une certaine variabilité 
dans lřinfluence que le CYP2J2 a sur lřhoméostasie cardiovasculaire. Plusieurs données 
sont encore manquantes sur le profil métabolique du CYP2J2 et de sa participation 
enzymatique locale au niveau cardiaque. 
Le cytochrome 3A (famille 3, sous-famille A) est encodé par le gène CYP3A sur le 
chromosome 7q.
256,257
 CYP3A4 et CYP3A5 représentent à eux seuls environ 50-60% 
des isoenzymes exprimées au foie.
256,258
 Au niveau de lřintestin, CYP3A4 est 
majoritairement exprimé tandis quřau niveau du rein, des poumons, du sang et de la 
glande pituitaire, lřexpression en protéine et en ARNm du CYP3A5 prédomine.257 Les 
deux isoenzymes sont polymorphiques et partagent des similarités de substrats entre 
elles et avec dřautres isoenzymes, dont le CYP2J2.256,259,260 Au niveau du tissu 
cardiaque, des premiers essais ont démontré une absence dřexpression du gène du 
Cytochrome 3A dans plusieurs régions du cœur humain dont le ventricule gauche, droit 
et lřaorte.261 Ces résultats ont été confirmés dans notre laboratoire par Dre Michaud ouu 
aucun des échantillons présentés nřexprimaient de lřARNm des CYP3A4/3A5 et ce 
malgré la capacité métabolique des échantillons à métaboliser le vérapamil, substrat du 
CYP3A.
91
 Des études exploratoires non publiées effectuées dans mon laboratoire 













Figure 13. Expression relative dřARNm de différentes isoenzymes dans les cœurs explantés de 9 patients. 
(Données internes obtenues par des expériences réalisées par Jade Huguet lors de travaux exploratoires) 
 
Lřisoenzyme CYP3A4 fût quantifiable dans 2 échantillons sur 9 et à des niveaux très 
différents (Figure 12) tandis que lřexpression dřARNm de lřisoenzyme CYP3A5 est 
supérieure et dřautant plus variable (Figure 12). Malgré la présence dřARNm de ces 
deux isoenzymes, la capacité des microsomes de cœurs humains à métabolisés le 
verapamil
91,262
, des essais plus approfondis sur le potentiel métabolique de la fraction 
microsomale de cœurs humains restaient à être démontrées. Ce projet de doctorat tente 
de décrire le phénomène à lřaide du substrat marqueur des CYP3A, le midazolam.263   
CYP4A11 
Lřisoenzyme CYP4A11, nommée aussi ω-hydroxylase, est la troisième isoenzyme la 
plus exprimée dans le tissu ventriculaire cardiaque.
91
 Le CYP4A11 est encodé par le 
gène CYP4A11 et fut initialement observé dans le foie et dans les reins humains.
264,265
 
Cet isoenzyme est reconnue pour sa capacité dřhydroxylation dřacide gras à courtes et 
longues chaînes tels que lřacide laurique, lřacide arachidonique et lřacide palmitique. 
Son activité est NADPH et cytochrome b5 dépendante.
266,267
_ENREF_206 Son rôle au 
niveau cardiovasculaire a pris du temps à être reconnu compte tenu de sa faible 
implication dans le métabolisme des médicaments couramment utilisés.  
 
Sa capacité à métaboliser lřacide arachidonique en 20-HETE, substance endogène et 
puissant vasoconstricteur, a été reconnue dès les années 1990.
268,269
 Le rôle du 20-HETE 




en favorisant la vasoconstriction des cellules musculaires lisses par lřinhibition de leur 
hyperpolarisation ou de manière anti-hypertensive en inhibant la réabsorption du sodium 
(natriurèse) par lřinhibition du canal Na+-K+ ATPase dans les tubules rénaux.268,270,271 Il 
a été démontré que les niveaux de 20-HETE sont associés à des crises cardiaques 
dřorigine ischémique.272 De plus, lřisoenzyme CYP4A11 est polymorphique et la 
mutation C-296T fut associée à un risque élevé dřarrêts cardiaques ischémiques.273 
Dřautres mutations existent pour le CYP4A11 dont certaines démontrent une activité 
catalytique différente que le type sauvage.
274
 Au niveau cardiaque, une très grande 
variabilité dans lřexpression de lřARNm du CYP4A11 a été observée.91 Par contre, 
aucune recherche nřa encore testé son potentiel métabolique dans le tissu ventriculaire 
cardiaque. 
 Les éicosanoïdes 1.8
Les éicosanoïdes sont des métabolites oxydés formés par lřoxygénation de la longue 
chaîne dřacides gras polyinsaturés de lřacide arachidonique. Lřacide arachidonique est 
composé de 20 carbones et 4 double liens en position 5,6, 8,9, 11,12 et 14,15 et se 
retrouve naturellement estérifié en position sn-2 des phospholipidiques membranaires.
275
 
Lorsque la phospholipase A2 (PLA2) est activée ou que dřautres stimuli chimiques, 
physiologiques ou inflammatoires affectent la membrane, lřacide arachidonique est 
libéré par hydrolyse et devient disponible pour être métabolisé en différents 
éicosanoïdes. Trois voies enzymatiques majeures sont impliquées dans le métabolisme 
de lřacide arachidonique 1) les cyclooxygénases (COX), 2) les lipoxygénases (LOX) et 
3) la voie des cytochromes P450 (CYP450) divisées en deux voies distinctes soit les 
CYP450/hydroxylase ou ω/ω-1 hydroxylase (CYPhy) et les CYP450/époxygénases 
(CYPep).
276
 La voie des COX est responsable de la synthèse des prostanoïdes 
(prostaglandines, prostacyclines et thomboxanes). Lřaspirine et les anti-inflammatoires 
non stéroïdiens (AINS) inhibent la voie des COX. Dřailleurs, lřaspirine est un traitement 
de première ligne, souvent administré en concomitance avec le clopidogrel, chez des 
patients souffrant dřathérosclérose.277 La voie des LOX synthétise les leukotriènes, les 
acides hydroxyéicosatétraenoïques (HETEs) et les lipoxines. La voie des CYPhy est 
aussi responsable de la synthèse dřHETE reconnu comme étant des substances 
vasoconstrictrice.
276,278




arachidonique en acides époxyeicosatriénoïques (AEE).
279,280
 Ces métabolites de lřacide 
arachidonique sont depuis plusieurs années la cible de recherches approfondies 
considérant leur action sur le tonus vasculaire et leurs propriétés anti-inflammatoires, 
mitogéniques, antiapoptotiques et proangiogéniques.
236,281-287
 Différents CYP450 sont 
impliqués dans la formation des métabolites AEE dont le CYP1A, 2B, 2E, mais ce sont 





Les CYP2C8 et 2J2 se retrouvent majoritairement dans les tissus du système gastro-
intestinal, du foie, des reins et du système endocrinien.
141
 Seul le CYP2J2 a été identifié 
dans le tissu myocardique.
141
 Le CYP2C9 se localise dans les mêmes organes que des 
CYP2C8 et 2J2 en plus de se retrouver dans les poumons, la peau et lřutérus.141 De plus, 
le CYP2J2 se retrouve dans les cellules endothéliales.
237
 Les CYP2C8, 2C9 et 2J2 sont 
les principaux isoenzymes responsables de la formation des AEEs.
15  
 
Ils existent quatre régioisomères des AEEs, soient le 5,6-, 8,9-, 11,12-, et 14,15-AEEs. 
Les différents régioisomères formés par le CYP2C
208
 (11,12-AEE et 14,15-AEE > 5,6 
AEE et 8,9-AEE) sont majoritaires comparativement à ceux formés par le CYP2J2
157
 
(24 % de 8,9-AEE, 18% de 11,12-AEE et 37% de 14,15-AEE favorisant à 76% 
lřénantiomère 14,15-(R,S)-AEE versus le 14,15-(S,R)-AEE). Les CYP450s génèrent des 
époxydes isomériques en position cis. Bien que des stéréoisomères en position trans 
aient été observés dans les globules rouges de rat, il nřa pas été encore prouvé que ces 
métabolites proviennent de lřoxydation des CYP450s.278,290-292 Par ailleurs, la 
distribution des différents isoenzymes du CYP450 varient dans les différents tissus, 
prédisposant des effets spécifiques des différents métabolites.  
 
Les acides époxyeicosatriénoïques sont métabolisés très rapidement avec une demi-vie 
de quelques secondes.
285,293
 Ceux-ci sont métabolisés ou entreposés par une variété de 
voies physiologique. Premièrement, les AEEs sont dégradés en acides 
dihydroxyéicosatriénoïques (ADHEE) par une enzyme époxyde hydrolase soluble (sEH) 
du groupe EC3.3.2.10 codé par le gène EPHX2. 
294




sEH est régiosélectif.  Par exemple, le métabolisme des AEEs dans les tissus de foie et 
de poumons de lapins ont démontré que la dégradation du  14,15-AEE est favorisée au 
11,12-AEE et au 8,9-AEE. 
294
 De plus, lřaffinité de la sEH pour les régioisomères est 
aussi sélective envers les différents isomères (14R,15S-AEE>14S,15R-AEE, 11S,12R-
AEE > 11R,12S-AEE et 8S,9R-AEE > 8R,9S-AEE).
294
 Finalement, la formation de 
lřisomère 14R,15R-ADHEEs  par rapport au 14S,15S-ADHEEs démontre que la sEH a 
aussi une sélectivité métabolique.
294
 La sEH est aussi polymorphique, deux mutations 
ont été identifiées comme ayant un impact sur les quantités dřAEEs soit la rs751141 
(substitution dřune glycine au lieu dřune arginine à lřacide aminé 287) qui diminue 
lřexpression enzymatique et la rs41507953 (substitution dřune arginine au lieu dřune 
lysine à lřacide aminé 55) qui augmente son expression.295,296  
 
Deux voies alternatives de dégradation, autres que la sEH, ont été identifiées, la  β-
oxydation et lřélongation de la chaîne de carbones. Ces deux voies sont généralement 
sélectives pour le 14,15-AEE et lř11,12-AEE.297 Ces deux voies sont surtout favorisées 
lorsque la sEH est inhibée.
285,297
 Les AEEs peuvent aussi sřincorporer dans les 
phospholipides membranaires, souvent après une élongation de leur chaîne de carbones 
(réaction nécessitant une acétyltransférase et de lřadénosine triphosphate).297 Cet 
entreposage est une source dřAEEs indépendante de la voie de synthèse de novo des 
CYP450s. Dřautres voies de moindre importance ont été identifiées tel que lřoméga-
oxydation, la conversion en substance bioactive par les COX, la liaison des AEEs 
cytoplasmique aux protéines liant des acides gras (fatty acid binding protein : FAPB)  
permettant de prolonger leur effet en les rendant moins disponibles à la sEH et 
finalement la conjugaison par la glutathionne-S-transférase (GST).
285,298
 Bref, il existe 
plusieurs cibles enzymatiques soit en amont ou en aval pour contrôler les concentrations 
cellulaires dřAEEs.  
 
Le contrôle des concentrations dřAEEs est cliniquement pertinent considérant leurs 
multiples actions contrôlant le tonus vasculaire. Les AEEs sont synthétisés et relâchés 
par les cellules endothéliales et comme le monoxyde dřazote (NO) sont considérés 




agissent comme des hormones de façon paracrine sur les cellules musculaires lisses 
vasculaires (CMLV) et autocrine sur la cellule endothéliales elle-même.
302
 De plus, les 
AEEs vasodilatent les CMLVs de plusieurs façons. Premièrement, dans la cellule 
endothéliale, les AEEs activent de façon intracellulaire différents canaux ioniques à 
potentiel transitoire (transient receptor potential channel :TRP) provoquant une 
augmentation de calcium intracellulaire (Ca
2+
i). Lřélévation de [Ca
2+
i] activera les 
canaux à conductance  faible et intermédiaire dřions potassium (K+)  
(Small/Intermediate conductance Calcium-Activated K
+
 channels : SKca  et IKca) 
provoquant une hyperpolarisation (la cellule devient plus polarisé, plus négative) de la 
cellule par la sortie dřions potassium.303 Cette hyperpolarisation peut se transmettre par 
les jonctions communicantes et diminuer le potentiel de la CMLV ou par la sortie des 
ions K
+
 de la cellule endothéliale qui activent différents canaux ioniques (Na+/K+, 
KATP) sur la membrane de la CMLV provoquant à leur tour lřhyperpolarisation de la 
cellule. Lřhyperpolarisation de la CMLV entraîne une diminution du [Ca2+i], diminuant 
les possibilités de liaison avec la calmoduline qui par une cascade intracellulaire favorise 
la déphosphorylation de la myosine entraînant la relaxation de la cellule vasculaire.
304
 
Les AEEs produisent une vasodilatation des CMLV de façon paracrine directe par 
liaisons à des canaux ioniques (canaux à conductance  forte sensible au calcium : BKca, 
canal potassique sensible à lřadénosine triphosphate : KATP, canal à voltage de longue 
durée  dépendant du calcium: L-Type Ca2+ et le récepteur 4 activé par des vanilloïdes : 
TRPV4) et à des récepteurs transmembranaires couplés aux protéines G (récepteurs aux 
AEEs et le récepteur aux thomboxanes : TPR) de la CMLV.
285,305-307
  Cette liaison 
entraîne une multitude de cascades intracellulaires menant, à leur tour, à 
lřhyperpolarisation de la CMLV, à une  diminution du [Ca2+i] et donc à une 
vasodilatation de la CMLV. Également, les AEEs agissent de façon autocrine en se liant 
à des récepteurs sur la membrane de la cellule endothéliale induisant, par différents 
mécanismes intracellulaires, plusieurs fonctions physiologiques autre que le maintien du 
tonus vasculaire. 
 
En effet, comprendre les interactions modulant les concentrations intracellulaires des 




sEH, en situation physiologique, permettrait de mieux cibler les approches 
thérapeutiques dans les traitements de certaines maladies cardiovasculaires dont 
lřathérosclérose.308-310  
De ce fait, plusieurs polymorphismes existent pour les CYP450 impliqués dans la 
formation et la dégradation dřAEEs. Certains polymorphismes ont été associés à une 
diminution du risque dřincidents cardiovasculaires, à une diminution de la prévalence 
des crises cardiaques ou à un effet protecteur contre lřhypertension, pour ne nommer que 
ceux-ci.
311-313
 King et al a démontré quřil y a une association possible entre le génotype 
CYP2J2*7 et lřhypertension chez les Caucasiens mâles et chez les Caucasiens sans 
historique familiale dřhypertension.314 
 
Plusieurs chercheurs ont réussi à développer des modèles pour isoler le phénomène de la 
variation des AEEs chez lřhumain de façon hémodynamique. Ceci permet dřexpliquer 
lřimpact des AEEs sur la paroi artérielle et de différentier cet impact chez différents 
groupes de patients.
315,316
 Par contre, aucune de ces études nřa étudié lřimpact des 
polymorphismes sur les enzymes CYPep reconnus comme étant de possibles facteurs de 
risques des maladies cardiovasculaire. Aussi, les différences entre les hommes et les 
femmes nřont pas encore été identifiées. 
 Variabilité dans la réponse aux médicaments 1.9
 
La réaction du corps humain envers les corps étrangers (médicaments, produits 
chimiques ou aliments) a modelé la diversité enzymatique humaine et génère divers 
degrés de réponse rapidement reconnue en tant que variabilité interindividuelle. La 
variabilité dans la pharmacocinétique et la pharmacodynamie des composés exogènes et 
endogènes implique différentes composantes physiologiques. Au niveau enzymatique les 
composantes susceptibles de varier sont la quantité de protéines microsomales et 
lřabondance de chacun des CYP450s exprimés dans les microsomes. Ces deux 
composantes rajoutent à la complexité dřidentifier les facteurs associés à la variabilité 
interindividuelle dans la réponse aux médicaments. Il est important de bien isoler la 





Lřobjectif dřétudier les facteurs à lřorigine de la variabilité dans le métabolisme des 
médicaments par les CYP450s au niveau local est de cibler les individus à risque de 
répondre de façon différente aux doses recommandées et de prévenir un éventuel échec 
thérapeutique ou une toxicité accrue. La variabilité dans la réponse aux médicaments 
peut être observée sur différentes cibles thérapeutiques (transporteurs, récepteurs, 
enzymes), associée à une toxicité (transporteurs, récepteurs, enzymes) ou à des protéines 
impliquées dans lřélimination des médicaments par métabolisme ou transport. 
Généralement, cette variabilité est gérée par les concentrations plasmatiques qui sont 
dépendantes du premier passage hépatique (pour les médicaments administrés 
oralement). Il est de plus en plus reconnu que les concentrations locales de médicaments 
à lřorigine dřune action thérapeutique ou toxique sont différentes que celles retrouvées 
au niveau plasmatique. Par ailleurs, une même concentration plasmatique peut créer 
différentes réponses (toxiques ou pharmacologiques) chez deux individus.
2
 Ainsi, les 
cibles visées par les médicaments réagissent aussi en fonction de la concentration locale 
qui peut aussi être gérée par des mécanismes locaux dřélimination (enzymatique ou par 
transporteur). Ce concept oriente mes travaux de recherches qui tentent de découvrir les 
sources responsables (Chapitre 4) de la variabilité observée (Chapitre 3) dans la 
cinétique enzymatique dřélimination par les CYP450s dans le tissu ventriculaire 
cardiaque humain à lřaide de substrats marqueurs des CYP450s (Chapitre 2).  
 
Les enzymes membres des familles 1, 2 et 3 du système CYP450 sont impliquées dans 
le métabolisme de la majorité des médicaments utilisés par lřhumain.123,317 Les CYP450s 
deviennent des causes populaires sous-jacentes à la variabilité dans le comportement 
cinétique et la réponse aux médicaments. Ces protéines sont susceptibles de varier autant 
dans leurs expressions que leurs fonctions dépendamment de plusieurs facteurs dont la 
génétique, lřâge, le genre etc.236,284 Au niveau hépatique, les facteurs affectant 
lřexpression et lřactivité des CYP450s ont grandement été étudiés.318-321 Par contre, au 
niveau local, les informations sont plus restreintes et peu dřétudes explorent les facteurs 
pouvant faire varier le comportement (expression et activité) enzymatique des CYP450s 




 Facteurs Génétiques : Polymoprhismes 1.9.1
Les Řvariations dans la séquence dřADNř qui prédisposent les individus à des 
différences dans la réponse aux médicaments sous-tendent la discipline quřest la 
pharmacogénétique.
322,323
 Il est reconnu depuis 2014 par lřagence gouvernementale 
américaine (FDA) que 138 monographies de médicaments devaient présenter des 
données pharmacogénétiques.
324
 Un exemple déterminant dans lřévolution de la 
pharmacogénétique est la warfarine, un anticoagulant oral. Dès les années 70, il avait été 
démontré que lřeffet dřanticoagulants oraux pouvaient varier jusquřà 100 fois entre les 
individus ayant des profils génétiques différents.
325,326
 La warfarine est un exemple qui 
entrecroise plusieurs concepts de variabilité interindividuelle. La warfarine est entre 
autre métabolisée par le CYP2C9 et agit sur le complexe enzymatique vitamine K 
époxyde réductase (encodée par le gène VKORC1).
327,328
 Lřisoenzyme CYP2C9 et 
lřenzyme VKORC1 expriment des polymorphismes qui influencent les comportements 
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de la warfarine.
327
 Cet exemple, parmi tant 
dřautres, démontre bien que la génétique influence la réponse des médicaments.  
 
Les mêmes polymorphismes génétiques uniques (SNP : single nucleotide polymorphism) 
sřexpriment au niveau extrahépatique et lřimpact peut différer dépendamment de 
lřabondance des CYP450s dans le tissu en question. À ce jour, lřabondance de 9 
isoenzymes (CYP1A1, 2B6, 2C8, 2C9, 2D6, 2E1, 2J2, 3A5 et 4A11
91
) a été déterminée 
dans le ventricule de cœurs humains et expriment toutes un ou plusieurs 
polymorphismes.   
 
Le gène CYP1A1 est associé à plus de 13 polymorphismes génétiques uniques différents 
dont aucun ne semble associé à une perte fonctionnelle de la protéine. 
(http://www.cypalleles.ki.se/cyp1a1.htm). Parmi les 9 isoenzymes observées dans le 
ventricule de cœurs humains, lřisoenzyme CYP2B6 est la moins exprimée tout en étant 
associée à plus de 38 différents variants alléliques fonctionnels in vitro ou in vivo 
(http://www.cypalleles.ki.se/cyp2b6.htm).
91
 Plus de quatorze variants alléliques ont été 
découverts à ce jour pour le gène codant lřisoenzyme CYP2C8 parmi lesquels 5 sont 




pharmacocinétique nřa été observé in vivo envers certains substrat du CYP2C8 
(http://www.cypalleles.ki.se/cyp2c8.htm). Plus de 60 SNPs sont associés au gène 
CYP2C9, dont certains sont reconnus pour diminuer lřactivité fonctionnelle de lřenzyme 
autant in vitro quřin vivo (http://www.cypalleles.ki.se/cyp2c9.htm). Lřisoenzyme 
CYP2D6 métabolise environ 25% des médicaments.
329
 En 2009, 74 différents allèles 
étaient rapportés comme pouvant influencer lřexpression et lřactivité du CYP2D6.329 Au 
niveau cardiaque, lřexpression dřARNm du CYP2D6 est très variable (voir graphique 
section CYP2D6). Treize différents allèles ont été découverts pour le gène CYP2E1 dont 
seulement un est associé à une diminution dřactivité enzymatique in vitro 
(http://www.cypalleles.ki.se/cyp2e1.htm).  
 
Lřisoenzyme CYP2J2 est polymorphique avec 9 SNPs connus dont lřallèle CYP2J2*7 
étant le plus fréquent.
235
 Quatre autres mutations peu fréquentes affectent lřactivité de la 
protéine envers le substrat acide arachidonique (CYP2J2*2, 3, 4 et 6) 
(http://www.cypalleles.ki.se/cyp2j2.htm).
235
 Les nombreuses études effectuées essayant 
dřassocier le polymorphisme CYP2J2*7 comme facteur de risque aux maladies 
cardiovasculaires démontrent que localement, un polymorphisme peut réguler 
lřexpression dřun gène et avoir un impact marquant au niveau local.295 Par contre, 
aucune étude, selon nos connaissances, nřa démontré lřimpact des variants alléliques 
dans lřexpression et lřactivité du CYP2J2 dans le tissu de ventricule de cœurs humains.   
 
Le variant allélique le plus fréquent de lřisoenzyme CYP3A5 est *3 (6986A>G). Le 
génotype sauvage du CYP3A5 (*1*1) ou hétérozygote CYP3A5*1*3 exprime une 
protéine fonctionnelle tandis que lřhomozygote CYP3A5*3*3 produit une protéine non 
fonctionnelle. Au niveau hépatique, lřisoenzyme CYP3A5 correspond à 2% du pool des 
CYP3As (incluant 3A4, 3A7 et 3A43).
330
 Au niveau cardiaque, nos données internes 
démontrent que le CYP3A5 est exprimé dans le tissu ventriculaire cardiaque, de façon 
très variable et plus abondante que le CYP3A4 pour 8 échantillons testés (Figure 14, 











Figure 14. Expression relative de lřARNm des CYP3A4 et CYP3A5 (CYP3A/GAPDH) dans le tissu de 
ventricule de cœurs humains dans 8 tissues de cœurs humains explantés. Les résultats sont présentés selon 
la technique 2
-∆CT




Finalement, il existe dix variants alléliques pour le gène CYP4A11 dont la majorité ont 
démontré une diminution de la capacité enzymatique dřω-hydroxylation du substrat 
endogène acide arachidonique.
274
 Reste à confirmer son comportement au niveau 
cardiaque. 
 
 Facteurs Non-Génétiques : Physiologiques 1.9.2
1.9.2.1 Âge 
Dans les années 60 et 70, le vieillissement de la population a fait place à lřajout dřune 
catégorie dřutilisateurs de médicaments : les 65 ans et plus.331 Les personnes âgées sont 
devenues une population cible pour la polypharmacie (usage quotidien de plusieurs 
médicaments).
332
 Dřailleurs, environ 50 % de la sous-population des personnes âgées 
utilisent des médicaments non nécessaires.
332
 Lřutilisation accrue de plusieurs 
médicaments par les personnes âgées depuis les dernières décennies se justifiait par la 
philosophie médicale de guérir le plus de maux possibles qui apparaissaient en 
vieillissant. Ce phénomène a mis à risque cette sous-population à une augmentation 
dřeffets secondaires, aux interactions médicamenteuses, à une diminution de la 
conformité de lřusage (drug compliance), à une perte cognitive et à plusieurs autres 
troubles affectant la qualité de vie.
332
 Lřaugmentation de la demi-vie des différents 
médicaments chez les personnes âgées fut lřun des premiers indices justifiant que cette 
population était plus à risque dřune diminution de la qualité de vie.331,333 Lřaugmentation 
de la demi-vie dřun médicament suggérait que différents phénomènes 
pharmacocinétiques pouvaient être affectés par le vieillissement. Ceci additionné à 




représentaient une population chez qui la variabilité interindividuelle dans la réponse 
aux médicaments était proéminente.
334,335
 Les changements majeurs impliqués dans le 
vieillissement ayant un impact sur le devenir des médicaments sont la diminution de la 
masse du foie engendrant une diminution de lřeffet de premier passage hépatique, une 
diminution de la masse du rein, une diminution du flux sanguin hépatique et rénale, une 
augmentation de la masse graisseuse et une diminution du volume dřeau corporel.334-336 
Plusieurs études ont démontré que le vieillissement nřaltérait pas la fonction intrinsèque 
des enzymes métaboliques CYP450s in vitro chez lřhumain.337-339 Des résultats ont 
quand même démontré une légère diminution de la fonction métabolique des CYP1A2 
(p=0,018), CYP2D6 (p=0,015) et CYP2E1 (p=0,006) dans les microsomes de foie 
humain (Figure 15).
340
 La très grande variabilité dans chacun des sous-groupes dřâge 
suggère que lřâge ne peut expliquer à lui seul les changements interindividuels de la 











Figure 15. Effet de lřâge dans le métabolisme des CYP450s dans les microsomes de foies humains. 
Dřaprès Parkinson et collègues.340(Licence pour utilisation # 3673680919397) 
 
Les changements de clairance observés dans cette sous-population peuvent provenir de 
lřutilisation de plusieurs médicaments favorisant des interactions médicamenteuses ou 
des altérations des fonctions biologiques affectant ainsi le phénotype des patients et non 
lřactivité intrinsèque dřune isoenzyme en particulier.341,342_ENREF_24 Lřutilisation de 
lřâge dans un modèle prédictif peut devenir une variable redondante, car elle englobe 
lřétat physiopathologique du patient ainsi que lřutilisation de plusieurs médicaments qui 









Une grande variabilité autant chez les hommes que chez les femmes a été observée dans 
le métabolisme des médicaments par les CYP450s in vitro indiquant que le genre 
nřexplique pas complètement la variabilité observée entre les individus de sexes opposés 
(Figure 15).
340





















Figure 16. Effet du genre dans le métabolisme des CYP450s dans les microsomes de foies humains. 
Dřaprès Parkinson et collègues.340(Licence pour utilisation # 3673680919397) 
 
Par contre, au niveau basal, les femmes et les hommes ont des paramètres 
physiologiques différents qui peuvent affecter le devenir dřun médicament.344,345 Des 
différences dans la pharmacocinétique et la pharmacodynamie de certains médicaments 
ont été observées entre les hommes et les femmes.
345
 Par contre, les résultats sont 
controversés et plusieurs autres facteurs influencent les différences hommes-femmes 
dans la clairance des médicaments tels que la diète, les modes de vie et les maladies 
dépendantes du genre associées à une polypharmacie différente.
341
 Il a été récemment 
démontré que les différences homme-femme au niveau de lřexpression des transporteurs 
membranaires telle que la p-glycoprotéine (P-gp) pourraient jouer un rôle majeur dans 






genre est donc lui aussi un facteur pouvant créer un biais lorsquřutilisé dans des études 
déterminant les causes de la variabilité observée dans la réponse aux médicaments. 
1.9.2.3 Ethnicité 
Finalement, lřethnicité est une autre caractéristique intrinsèque qui peut influencer 
lřactivité des CYP450s dans le foie humain (Figure 17).340 Généralement, lřethnicité 
sera jumelée aux facteurs génétiques où certaines populations exprimeront différents 
génotypes.  
 
Il existe tout de même des différences dans le métabolisme des médicaments entre les 
différentes ethnies qui empêchent de généraliser car le phénotype exprimé par certaines 
personnes ayant une même maladie ou prenant les mêmes médicaments pourrait être 










Figure 17. Effet de lřethnicité dans le métabolisme des CYP450s dans les microsomes de foies humains. 
Dřaprès Parkinson et collègues.340(Licence pour utilisation # 3673680919397)  
 
Facteurs Non-Génétiques : Physiopathologiques 
Maladies comme facteur de risque 
Les CYP450s des familles 1, 2, 3 et 4 sont responsables de la formation des 150 
éicosanoïdes endogènes, métabolites de lřacide arachidonique.347 Une défectuosité dans 
lřexpression ou la fonction dřune isoenzyme impliquée dans la synthèse dřéicosanoïdes 
peut engendrer une altération dans lřhoméostasie de différentes fonctions biologiques et 
ainsi être à la source du développement de maladies.
347,348
 Il est important de 




versus lřimpact dřune maladie sur la fonctionnalité des CYP450s. Par exemple, le 
métabolisme par les CYP450s est diminué au niveau de foies affectés par une 
dégénérescence progressive ou une cirrhose.
340,349-351
 Au niveau de lřhoméostasie 
cardiovasculaire, lřimportance des CYP450s a été reconnue dans les années 1980-90.352 
Lřimplication des métabolites vasoactifs provenant du métabolisme de lřacide 
arachidonique par les CYP450s a été déterminée par lřimpact que ces métabolites 
avaient sur certaines cellules cardiaques (cardiomyocytes et 
endothéliales).
219,282,283,352,353
_ENREF_33_ENREF_33_ENREF_33 Une altération dans 
lřexpression ou la fonctionnalité des isoenzymes du CYP450 influence les niveaux 
dřéicosanoïdes vasoactifs et par conséquent lřhoméostasie du cœur.347,354  
 
Par ailleurs, la capacité du muscle cardiaque à se contracter dépend, entre autres, de 
lřapport en oxygène fourni par la circulation coronarienne.90 Cet apport sanguin peut être 
troublé par un blocage complet (infarctus) ou par un rétrécissement des artères 
coronaires (angine de poitrine). Les causes pouvant altérer la circulation coronarienne 
sont multiples dont lřorigine ischémique fait lřobjet de plusieurs recherches depuis les 
années 1970.
355,356
 Une altération du muscle cardiaque à se contracter pour cause 
ischémique, i.e. un manque dřapport en oxygène aux cellules, nřest encore pas 
officiellement reconnue comme cardiomyopathie officielle et était présentée sous le 
terme Řcardiomyopathie spécifiqueř selon lřOrganisation mondiale de la Santé en 
1995.
356-358
_ENREF_40 Aujourdřhui, le terme cardiomyopathie ischémique est 




Les cardiomyopathies peuvent mener à de lřinsuffisance cardiaque, pathologie complexe 
dans laquelle plusieurs voies hormonales sont activées en plus de créer un stress oxydatif 
dans plusieurs organes.
359,360
 Les différentes cardiomyopathies ischémiques ou non 
ischémiques sont à lřorigine dřaltérations dans lřactivité des principales enzymes 
époxygénases CYP2J2, 2C8 et 2C9 exprimées dans le cœur.352 Ainsi, une altération de 
fonctions des CYP450s cardiaques affecte directement lřhoméostasie cardiaque 
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 Une étude a démontré par la technique utilisant une puce à ADN 
(oligonucleotide microarrays) que lřexpression du gène CYP2J2 (HSU37143, P450 
monooxygénase) était augmentée de 1,8 fois dans les ventricules gauches de cœurs 
explantés de patients, provenant de la banque Lifebanc de lřOhio, avec une 
cardiomyopathie dilatée (n=8) par rapport à des cœurs considérés non-insuffisants 
cardiaques (n=7). 
362
 Les cœurs insuffisants cardiaques devraient être davantage protégés 
par les éicosanoïdes vasoactifs vu leur surexpression du gène CYP2J2 pouvant générer 
plus dřéicosanoïdes vasoactifs cardioprotecteurs (EET). Cette observation ne concorde 
pas avec lřassociation cardio-protectrice provoquée par la surexpression du CYP2J2 et 
suggère des mécanismes post-transcriptionnels contrecarrant cette surexpression du gène 
diminuant ainsi son activité intrinsèque associée à la formation de métabolite 
cardioprotecteur.
363-367
_ENREF_49 Le faible échantillon utilisé dans cette étude pourrait 




Lřinsuffisance cardiaque est caractéristique dřun état inflammatoire systémique reconnu 
par lřélévation des cytokines proinflamamtoires dont le TNFalpha, lřinterleukine 1 et 6 
dans le plasma de patients.
368,369
 Lřétat inflammatoire active aussi la voie NF-kB qui est 
reconnue pour diminuer lřexpression des CYP450s.364,368_ENREF_47 La production 
dřespèces réactives oxygénées et de lipopolysaccharides est stimulée lors dřun état 
inflammatoire.
364,368
 Il est reconnu quřun état inflammatoire général altère lřexpression 
et lřactivité des CYP450s in vitro et in vivo chez lřhumain et dans différents modèles 
animaux.
363,364,370-372
 Un événement ischémique est un phénomène qui enclenche les 
processus pro-inflammatoires et de la même façon que lřinsuffisance cardiaque, son 
impact sur lřexpression et lřactivité des CYP450s est suggéré non négligeable.373,374 
 
Aucune étude à ce jour, selon nos connaissances, nřa étudié lřimpact des 
cardiomyopathies sur le métabolisme de médicaments sélectifs pour les isoenzymes 
exprimées au niveau cardiaque. Une partie de mes travaux de recherche étudient 
lřimpact de maladies à caractère ischémique comme facteur influençant lřexpression et 





1.9.2.4 Les médicaments comme facteur de variabilité sur le 
métabolisme des CYP450s 
Les maladies incluent par défaut lřutilisation de médicaments qui sont eux aussi un 
facteur de risque pouvant faire varier les niveaux dřexpression et dřactivité des 
CYP450s_ENREF_10 surtout lors dřinteractions médicamenteuses affectant le 
phénotype de clairance des médicaments soit par induction, inhibition ou activation.
10
 
Globalement, cela peut se traduire en une différence dans la pharmacocinétique ou 
pharmacodynamie de médicaments métabolisés par les CYP450s. Plusieurs études 
démontrent que la transcription des gènes du CYP450 est induite par lřutilisation de 
différents médicaments engendrant une augmentation de lřactivité métabolique.375 Le 
benzo-α-pyrène et le phénobarbital sont parmi les premiers composés à avoir été 
identifiés comme inducteurs de certains CYP450s dans les années 60.
375,376
 Cette 
sélectivité dans lřinduction des CYP450s était un précurseur dřune variabilité 
interindividuelle pouvant suggérer que les mécanismes de contrôle de la transcription 
étaient différents pour différentes isoenzymes.
375
 La découverte de ce phénomène a aussi 
permis dřétablir lřeffet néfaste de lřinduction par lřaugmentation du métabolisme 
hépatique de plusieurs stéroïdes comme lřestradiol et la progestérone.377 378 
 
Lřactivation des isoenzymes du CYP450 est un autre phénomène qui peut engendrer de 
la variabilité dans la réponse aux médicaments de façon plus immédiate au moment de 
lřadministration du médicament contrairement à lřinduction qui est un processus plus 
lent nécessitant la transcription de novo du gène. Par exemple, lřhydroxylation de la 
zoxazolamine en 6-hydroxyzoxazolamine dépendante des CYP450s hépatiques chez les 
rats est activée par la flavone (250 µM).
379
 La quinidine stimule le métabolisme du 
diclofénac par les CYP450s in vivo chez le singe.
380
 Ce sont quelques exemples qui 
démontrent que les médicaments peuvent activer les isoenzymes du CYP450 par 
différents mécanismes de façon aiguë.
381,382
 Finalement, lřinhibition compétitive, non-
compétitive ou incompétitive des isoenzymes du CYP450 par interaction 
médicamenteuse ou par diminution de la transcription des gènes est un autre phénomène 








 Facteurs environnementaux 1.9.3
Différents facteurs environnementaux comme lřexercice, lřalcool, la diète et lřusage de 
la cigarette peuvent influencer le métabolisme des CYP450s par inhibition, induction ou 
activation.
375
 Les hydrocarbonés polycycliques aromatiques, la pyridine et lřacétone 
présents dans la fumée de cigarette sont des inducteurs de certaines isoenzymes dont le 
CYP1A1, 1A2 et 2E1 dřoù son importance en tant que facteur de variabilité dans le 









 Résumé de l’état des connaissances, buts de la thèse 1.10
 
La preuve que les médicaments se distribuent dans le cœur nřest plus à faire.386,387 
Certains médicaments sřy distribuent pour exercer leurs fonctions thérapeutiques. 
Dřautres médicaments sřy distribuent et peuvent générer un effet qui bouleverse 
lřhoméostasie contractile du cœur. Par exemple, des essais in vitro avec le vérapamil ont 
démontré son potentiel dřinhibition du canal potassique IKr (IC50 0,16 µM) depuis 
lřintérieur de la cellule.388 Le puissant alcaloïde ibogaïne utilisé contre les dépendances 
principalement à lřhéroïne fut démontré avoir un potentiel de blocage du canal 
potassique IKr (IC50 4 µM) du côté cytosolique (intracellulaire) de la cellule.
389
 La 
concentration à laquelle un médicament engendre le blocage des canaux potassiques est 
initialement gouvernée par le foie qui gère les concentrations plasmatiques circulantes. 
Par contre, les mêmes concentrations plasmatiques dřun médicament chez deux 
individus peuvent engendrer une cardiotoxicité chez lřun et non chez lřautre. Cette 
variabilité entre les individus suggère que les concentrations plasmatiques dřun 
médicament ne sont pas toujours le facteur limitant à un effet (toxique ou thérapeutique). 
Ceci suggère que la concentration intracellulaire perçue par la cellule est autant 
importante que celle quantifiée dans le plasma et des différences entre les deux 
existeraient de par les différents mécanismes (transport, métabolisme, liaison protéines 
plasmatiques) existant au niveau hépatique versus extrahépatique. Cette idée renforce le 
fait que dřautres mécanismes que ceux reconnus en pharmacocinétique conventionnelle 
régissent les concentrations tissulaires au niveau cardiaque appuyant notre hypothèse de 
contrôle locale des concentrations de médicaments. 
 
La distribution des médicaments dans les cellules du cœur est étudiée par différentes 
techniques. Par exemple, lors dřune chirurgie à cœur ouvert, des échantillons de fluides 
péricardiques prélevés chez lřhomme ont détecté des concentrations de céforanide et 
céfamandole, deux antibiotiques administrés i.v., à des concentrations équivalentes à 
environ 0,3 et 0,4 fois celles quantifiées dans le plasma.
390
 La technique de tomographie 
par émission de positron (PET) représente une autre technique permettant dřobserver la 




distribution dans le myocarde humain de la trovafloxacine, maintenant retirée du marché 
pour hépatotoxicité, fut observée à des concentrations équivalentes (3,25 µg/ g) à 10 % 
de celle quantifiée dans le foie (35 µg/ g).
391
 Bref, lřévidence de la distribution dřagents 
pharmacologiques dans les cellules du cœur humain, particulièrement les 
cardiomyocytes, est évidente mais les techniques utilisées permettant dřobserver cette 
distribution sont soient très invasives, inexactes ou excessivement coûteuses. Ces 
données recueillies dans différentes sphères scientifiques utilisant différentes approches 
expérimentales ont toutes pour objectif de découvrir les modes dřactions associés aux 
toxicités cardiaques dans un objectif ultime de les prévenir. 
 
Le défi est de comprendre et prévoir 1) quelles seront les concentrations dřun 
médicament au niveau local chez lřhumain, 2) seront-elles suffisantes pour exercer un 
effet potentiellement néfaste ou bénéfique pour la cellule et 3) seront-elles régies par des 
mécanismes locaux de métabolisme médiés par les CYP450s. Sachant quřune 
distribution dans les cardiomyocytes semble nécessiter la pénétration des médicaments à 
lřintérieur de la cellule et que les cellules du cœur humain (endothéliales, cellules 
musculaires lisse, cardiomyocytes) expriment certains CYP450s, nous suggérons que les 
médicaments pénétrant les cellules du cœur humain sont non seulement susceptibles 
dřeffectuer un effet mais aussi dřêtre exposés au système enzymatique des CYP450s. 
Advenant la possibilité que ces agents pharmacologiques soient substrats dřisoenzymes 
exprimées au niveau cardiaque, le métabolisme local pourrait influencer leurs 
concentrations intracellulaires.  
 
Mes travaux essaient de répondre à lřhypothèse que lřexistence dřisoenzymes du 
CYP450 dans certaines cellules du cœur humain agit comme mécanisme régulateur des 
concentrations locales si celles-ci sont en quantités suffisantes pour se lier aux dits 
CYP450s. De façon indirecte, un moyen de déterminer ce potentiel est de mettre en 
relation les concentrations effectrices locales (Km dřune isoenzyme et lřIC50 dřune cible 
thérapeutique ou toxique comme le canal potassique IKr). De façon simple, la 
concentration intracellulaire dřun médicament se distribuant dans le cœur humain est à 




par une isoenzyme du CYP450. Parallèlement à ce phénomène, si une modification 
dřactivité par lřisoenzyme du CYP450 existe (augmentation ou diminution de 
lřexpression), cela pourrait faire fluctuer les concentrations intracellulaires. Il est donc 
crucial de comprendre le métabolisme des CYP450s et leurs facteurs de variabilité dans 
le tissu cardiaque. 
 
Autant in vitro quřin vivo les recherches ne cessent dřévoluer afin dřétablir les 
mécanismes impliqués ainsi que les facteurs associés à la variabilité dans la réponse 
(toxique / thérapeutique) aux médicaments. Il existe une grande variabilité dans la 
réponse aux médicaments causée par des interactions médicaments-CYP450s. Les 
facteurs impliqués dans la variabilité associée au métabolisme des isoenzymes du 
CYP450 exprimées dans le cœur humain restaient à être discernés. Mes travaux dřétudes 
doctorales sřinscrivent dans un objectif de démontrer lřétendue du métabolisme 
extrahépatique dans les ventricules de cœurs humains par les différents CYP450s sřy 
exprimant. De plus nous voulions évaluer la potentielle fluctuation locale des 
concentrations dřun médicament pouvant engendrer une réponse différente par la 
caractérisation de paramètres de cinétique enzymatique chez différents sous-groupes de 
patients exprimant des facteurs associés à la variabilité interindividuelle dans 
lřexpression et lřactivité des CYP450s.   
 
Notre approche fut de développer un cocktail de médicaments substrats et marqueurs des 
différentes isoenzymes exprimées dans le ventricule de cœurs humains afin dřobserver le 
potentiel métabolique de la fraction microsomale des ventricules humains (MCH) envers 
les différents substrats-marqueurs (manuscrit 1). Lřusage de différents substrats 
démontrés être sélectifs envers certaines isoenzymes du CYP450 permet dřétudier le 
métabolisme de ces dites isoenzymes dans des tissus extrahépatiques. Lřutilité principale 
du développement de ce premier volet était de permettre lřusage concomitant de ces 
substrats dans des tissus dont la quantité est souvent restreinte ou petite de par leur 
accessibilité (tissu nécessitant dřêtre pris en charge lors de transplantation afin de 
conserver lřintégrité physique des tissus), et de par lřusage dřun petit volume (grosseur) 




médicamenteux était dřoptimiser la quantité de résultat à travers lřusage unique dřun 
tissu. De façon concrète, il sřagissait dřincuber plusieurs substrats médicamenteux 1) 
démontrés pouvant cibler quřune seule isoenzyme (sélectivité) en particulier et ainsi 
permette lřétude de cinétique enzymatique de ces substrats tout en ayant préalablement 
établie 2) lřabsence dřinteraction entre les substrats (inhibition, activation) et ce dans un 
3) milieu optimal (effet de tampon). Ces expériences se sont échelonnées sur 2 ans et 
demi (6 sessions), de lřété 2010 à lřhiver 2012, période durant laquelle plusieurs 
problèmes sont survenus nous obligeant à adapter les conclusions de ce premier volet.  
 
Par la suite, nous avons combiné des études métaboliques pour certains substrats-
marqueurs à des tests dřinhibition spécifiques avec inhibiteurs chimiques et auto-immun 
(anticorps) en plus des tests de sensibilité à différentes températures afin dřidentifier les 
isoformes et types enzymatiques impliqués dans les réactions métaboliques des substrats 
étudiés (manuscrit 2). Lřobjectif ultime était de démontré, dans les HHM, le profil 
métabolique des substrats incluent dans les cocktails médicamenteux développés dans le 
volet 1. Suite à la renonciation au cocktail #2 dû aux interactions entres les 3 substrats, à 
lřabandon du substrat acide dodécanoïque (de par lřobservation dřune absence dřactivité 
dans les HHM) et des problèmes de saturation rencontrés par le substrat tolbutamide, 
seul le premier cocktail fût utilisé dans les expériences subséquentes. Suite aux essais 
préliminaires dans 12 cœurs explantés avec les 4 substrats du cocktail #1, les substrats 
midazolam et bupropion dans les HHM furent eux aussi laissé de côté des études 
métaboliques à cause que la formation des métabolites était non quantifiable. Seuls les 
substrats ébastine et chlorzoxazone permirent de poursuivre des études de 
comportements métaboliques dans les HHM.  Nous avons tenté de démontré 1) la 
formation des métabolites dans lřintervalle de la courbe analytique permettant 
lřobtention de résultats fiables et quantifiables, 2) la sélectivité démontrée au volet 1 des 
substrats ébastine et chlorzoxazone envers le CYP2J2 et CYP2E1, respectivement, dans 
les HHM. Ce deuxième volet a permis 1) la démonstration du métabolisme du substrat 
ébastine dans les HHM et imputer la responsabilité à lřisoenzyme CYP2J2, 2) la 
démonstration du métabolisme du substrat chlorzoxazone dans les HHM, de source 




3) de démontrer lřeffet du cocktail #1 sur le métabolisme de lřébastine et de la 
chlorzoxazone. Ce volet a été réalisé de lřhiver 2011 à lřhiver 2012 (4 sessions) 
entrecroisé par lřinitiation du volet 3 lors de lřété 2012 jusquřà la fin de la session de 
lřautomne 2013.  
 
Finalement, nous avons étudié différents facteurs intrinsèques et extrinsèques chez les 
patients des cœurs explantés afin dřétudier leur association avec la variabilité observée 
dans lřexpression (ARNm) et lřactivité du CYP2J2, activité indirectement étudiée par le 
métabolisme du substrat marqueur ébastine (manuscrit 3). Lřobjectif ultime était de 
caractériser les profils dřactivités dans la plus large cohorte de tissus de cœurs explantés. 
Ceci permettrait éventuellement la comparaison entre la capacité métabolique du 
CYP2J2 (clairance) à celle du débit coronarien pour de futures études dřextrapolation in 
vitro/in vivo. Lřintérêt était de comprendre le comportement enzymatique du CYP2J2, 
ses sources de variabilité, pour ensuite comprendre le contrôle endogène et exogène 











  Chapitre 2 – Manuscrit 1  2.
 
Élaboration d’un cocktail de substrats-types ciblant 
sélectivement les isoenzymes du CYP450 exprimées 







Plusieurs stratégies existent pour étudier le métabolisme des CYP450s in vitro. 
Lřapproche classique fait intervenir un substrat-type sélectif pour une isoenzyme mise 
en présence dřune matrice (cellulaire, microsomale, recombinante) dont le ou les 
métabolite(s) formé(s) suite à cette combinaison sont quantifiés à lřaide dřune méthode 
analytique (chromatographie, comptage radioactif, etc.) spécifique et suffisamment 
sensible.
392
 Une deuxième approche se différentie de lřapproche classique par le 
jumelage de plusieurs incubations chacune effectuée avec un substrat-type au niveau de 
lřanalyse chromatographique. Cette approche cible le développement dřune seule 
méthode analytique pouvant quantifier différents métabolites de différents substrats en 
même temps. Finalement, une dernière approche tente de combiner et de maximiser les 
deux précédentes en optimisant lřutilisation de plusieurs substrats-types dans une 
incubation simultanée et dřune seule méthode analytique quantifiant tous les analytes 
formés dans cette même incubation. Cette approche se nomme lřapproche cocktail (n-in-




Lřutilisation dřune approche cocktail confère plusieurs avantages lors dřétudes 
métaboliques in vitro dont la diminution du temps requis pour obtenir lřinformation ainsi 
que lřutilisation dřune moins grande quantité de matrices biologiques, surtout lorsquřil 
sřagit de tissus biologiques difficilement disponibles. Malgré son utilité, lřapproche 
cocktail reste peu utilisée; de 2012 à 2013 seulement 21 publications en faisaient 
lřutilisation (études in vitro et in vivo confondues).392 Par ailleurs, les isoenzymes ciblées 
sont en majorité les CYP3A (89%), CYP1A2 et CYP2C9 à ~80%, CYP2D6 (68%), 
CYP2C19 (61%) et finalement les CYP2B6, CYP2A6, CYP2C8 et CYP2E1 
représentant moins de 50% des approches cocktails.
392
 Le développement dřune 
approche cocktail utilisant des substrats-types sélectifs envers certaines isoenzymes 
ciblées dans un tissu particulier limite sa réutilisation dans un autre tissu exprimant 




cocktail pour un tissu particulier surtout lorsque des études impliquent des tissus 
extrahépatiques dont les isoenzymes exprimées diffèrent du tissu hépatique autant en 
catégorie quřen quantité.82,87,213  
 
Il est à noter que la majorité des substrats-types utilisés autant dans les cocktails utilisés 
in vitro quřin vivo sont souvent pris pour acquis quant à leur sélectivité.392 Par exemple, 
Yu et collègues ont utilisé lřéthoxyrésorufine comme substrat marqueur du CYP1A2.393 
Quelques études ont utilisé ce substrat sous forme de cocktail pour étudier la réaction 7-
éthoxyrésorufine-O-dééthylation (EROD).
394-397
 Ce substrat était effectivement listé 
comme substrat type du CYP1A2 par la FDA en 2006 
(http://www.fda.gov/Drugs/DevelopmentApprovalProcess/DevelopmentResources/Drug
InteractionsLabeling/ucm093664.htm#inVitro). Il nřest maintenant plus mentionné par 
la FDA comme substrat-type du CYP1A2. Dřailleurs nos résultats préliminaires ont 
démontré que lřéthoxyrésorufine est sélective envers le CYP1A1 et non le CYP1A2 ce 
qui en fait un choix plus acceptable pour étudier le CYP1A1 (Figure 18). Par ailleurs, cet 
exemple démontre bien que lřavancement des connaissances ainsi que les 
recommandations gouvernementales en termes de substrats-types ne sont pas toujours 
adéquates et une validation complète de nouveaux substrats est essentielle dans le 











Figure 18. Essai de sélectivité du substrat éthoxyrésorufine dans différentes isoenzymes recombinantes 





Certaines recherches ont tenté dřéviter les interactions entre les substrats-types et 
certaines autres voies métaboliques en diminuant les concentrations de chacun à des 
niveaux en dessous du Km (constante dřaffinité permettant dřatteindre 50 % de la 
vélocité maximale).
392
 Dřailleurs, la concentration utilisée pour chacun des substrats est 
un enjeu majeur dans le développement dřun cocktail autant pour la solubilité du 
substrat que de sa possible interférence avec dřautres CYP450s présents. La stratégie de 
diminuer les concentrations de substrats ne coïncide pas avec lřapproche dřétude de 
cinétique enzymatique complète permettant de déterminer la clairance intrinsèque 
puisque tant la valeur du Km que la valeur du Vmax sont extrapolées et non mesurées. 
Notre projet de développement de cocktails était prévu pour étudier le profil 
enzymatique complet (jusquřà saturation) de substrats-types envers les principales 
isoenzymes à ce jour démontrées être exprimées dans le tissu de ventricule de cœurs 
humains soient le CYP1A1, 2B6, 2E1, 2C8, 2C9, 2D6, 2J2, 3A5 et 4A11.
91
 
Généralement, les cocktails utilisés ciblent les isoenzymes CYP1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 
2C9, 2C19, 2E1 et 3A. Dans notre contexte extrahépatique il était essentiel de valider un 
nouveau cocktail de substrats-types des isoenzymes ciblées dans le cœur humain.  
 Statut actuel du manuscrit 2.1.2
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A cocktail approach towards nine probe drugs namely, ethoxyresorufin (CYP1A1), 
bupropion (CYP2B6), repaglinide (CYP2C8), tolbutamide (CYP2C9), bufuralol 
(CYP2D6), chlorzoxazone (CYP2E1), ebastine (CYP2J2), midazolam (CYP3A5) and   
dodecanoic acid (CYP4A11) was developed and validated to evaluate in vitro CYP450 
activities expressed in human heart ventricles. The validation was conducted using 
recombinant human CYP450 isoenzymes (rhCYP450) and by comparing activity 
measured for each probe drug as a function of 1) buffer used, 2) selectivity towards 
specific isoenzymes, and 3) drug interactions between probes. Activity was measured by 
validated LC-MSMS methods. Two cocktails including 7 probes were further validated 
by a full kinetic profile interaction assay. Finally, the nine probe drugs were tested in 
human heart microsomes (HHM) from twelve patients with cardiomyopathies. Cocktail 
#1 including bupropion, chlorzoxazone, ebastine and midazolam fully complied will our 
validation standards and was used to characterize CYP2B6, 2E1, 2J2 and 3A5-mediated 
metabolism in human heart. Cocktail #2 which includes bufuralol, ethoxyresorufin and 
repaglinide failed the validation step as bufuralol and repaglinide showed significant 
interactions when co-incubated. Substrates in cocktail #2 as well as tolbutamide and 
dodecanoic acid were tested alone because of their physico-chemical characteristics 
(solubility, ionization) or interactions with other probes. Activity in HHM was the 
highest towards ebastine, chlorzoxazone and tolbutamide. A validated cocktail approach 






The cytochrome P450 superfamily is involved in the metabolism of xenobiotics and 
endogenous compounds as well as synthesis of signaling endomolecules.(Guengerich, 
2008, Denisov et al., 2005) In human, there are more than 57 genes encoding for more 
than 18 different protein families (CYP1 to CYP51) for roughly 144 different individual 
isoenzymes (http://drnelson.uthsc.edu/human.P450.table.html). Approximately 70% to 
80% of marketed drugs are metabolized by few members of CYP1, 2 and 3 families and 
many of these phase 1 enzymes metabolize more than one drug generating drug-drug 
interactions.(Zanger and Schwab, 2013, Guengerich, 2008) Since those enzymes are 
polymorphic and their expression is influenced by environmental factors, variability in 
drug response is likely to occur.(Preissner et al., 2013) 
Distribution of CYP450s in human liver and extrahepatic tissues is highly variable both 
in terms of isoenzyme combination or level of expression.(Pavek and Dvorak, 2008) 
Even though the overall clearance and circulating concentration of drugs metabolized by 
CYP450 are largely driven by the liver and the intestine, CYP450-mediated drug 
metabolism in extrahepatic tissues can modulate the local intracellular drug 
concentration, and consequently their local action.(Elbekai and El-Kadi, 2006) CYP450s 
were found to be expressed in the intestines, lungs, kidneys, brain, and skin as well as in 
the human heart.(Krishna and Klotz, 1994, Wu et al., 1996) Human heart CYP450 
expression is of particular interest as they could interact with substrate drugs distributed 
within the heart cells and thus modulating their intracellular concentration and action. 
This hypothesis is based on the accepted theory that the plasma concentration of 
circulating drug can differs from the local circulating levels and the tissue-specific 
characteristics (CYP450/transporter) may have significant impact on local drug action 
(Poulin et al., 2015). 
Identification of CYP450s in human heart was firstly made by Zeldinřs team in 1996. 
They observed a high expression of CYP2J2 (SW2-17) in pooled human heart 
tissues.(Wu et al., 1996) Thereafter, other CYP450 isoenzymes were identified in the 
human heart: CYP1A1, 2B6, 2C8, 2C19, 2D6, 4B1 were first thought to be 
predominantly expressed in the right ventricle while 2E1 was expressed in all regions of 




mRNA expression of CYP2J2 in the left ventricle of human heart.(Thum and Borlak, 
2002) We recently determined mRNA expression levels of different CYP450 
isoenzymes in the largest cohort (n=68) of explanted human heart samples from patients 
with end-stage heart failure.(Michaud et al., 2010) CYP2J2 was predominantly 
expressed followed by CYP4A11, 2E1, 1A1 and 2C8. Low levels of CYP2B6 and 2C9 
were also detected in some of the hearts.(Michaud et al., 2010) Besides, we showed 
functional CYP450 activities in microsomes from the left ventricle using the substrate 
verapamil.(Michaud et al., 2007) 
A cocktail of probe drugs could represent a favorable approach to study drug 
metabolism in cardiac tissues considering the presence of functional and various 
CYP450s in human heart as well as the low availability of human heart tissue. Several 
probe drug cocktails have been developed over the years for the study of drug 
metabolism in the liver. Very few have performed a complete validation strategy to 
characterize the selectivity of probes, probe-probe interaction and competitiveness for 
isoenzymes as well as buffer compatibility among isoenzymes.(Fuhr et al., 2007, 
Spaggiari et al., 2014) Since expression levels of several extra-hepatic CYP450s are less 
than in the liver, highly sensitive and effective methods are required and must be 
developed for detection of probes and their associated oxidative metabolites. 
The objective of our study was to study CYP450-mediated drug metabolism in 
microsomes isolated from left ventricular samples of explanted human hearts through a 





Materials and Methods 
Solutions 
 
The final concentration of organic solvent in the incubation was set to a maximum of 
0.5% to avoid possible solvent inhibitory effects.(Easterbrook et al., 2001) Ebastine, 
midazolam and chlorzoxazone were prepared in methanol and 2.5 µl was added in the 
incubation (all 3 substrates were prepared in the same methanol solution when used in 
cocktail #1). Bupropion and bufuralol were dissolved in 0.1 N HCl (10 µl was added in 
the incubation). Tolbutamide was prepared in 0.1N NaOH (10 µl added in the 
incubation). Ethoxyresorufin, repaglinide and dodecanoic acid were solubilized in 
DMSO (2.5 µL per incubations). Ebastine, chlorzoxazone and midazolam were prepared 
at concentrations of 500 µM, 200 mM and 3 mM, respectively. Bupropion, bufuralol, 
ethoxyresorufin, repaglinide, dodecanoic acid and tolbutamide were prepared at 
concentrations of 38.75 mM, 2.5 mM, 1 mM, 3.4 mM, 5.0 mM and 62.5 mM, 
respectively. Serial dilutions were performed to dilute each substrate to cover a range of 
0.15, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, 5 times their respective Km values; ebastine = 0.5 µM, 
bupropion = 155 µM, repaglinide = 3.4 µM, bufuralol = 10 µM, ethoxyresorufin = 1 
µM, midazolam = 3 µM, tolbutamide = 105 µM, chlorzoxazone = 200 µM, dodecanoic 
acid = 5 µM (data not shown).  
 
rhCYP450 cocktail development assays 
 
Buffer Effect Studies. All substrates were each incubated separately, in triplicate, with 
rhCYP450 in 4 different buffers: 25mM, 50mM, or 100mM phosphate buffer (pH 7.4) 
or 100 mM Tris (pH 7.5). The final incubation volume (500 µl) contained rhCYP450 
(between 2.5 and 6 pmoles CYP450/incubations), NADPH-regenerating system (100 µl) 
and substrate. NADPH-regenerating system contained β-nicotinamide-adenine 
dinucleotide phosphate (oxidized form β-NADP+; 1.3 mM/incubation), D-glucose 6-
phosphate (3.3 mM/incubation) solubilized in a 25 mM MgCl2 solution freshly added 
with glucose-6-phosphate dehydrogenase Type VII (0.20 U/incubation). Buffer, 




at 300 rpm. Reaction was initiated by the addition of the rhCYP450 and stopped with 
1000 µl of ice-cold methanol containing the internal standards (IS). Incubations were 
performed for a duration varying from 0 min to 60 min depending on the experiment 
(time-, protein quantity or substrate-dependent reaction). The whole incubation mix was 
centrifuged at 13 000 rpm for 10 minutes after a period of 10 minutes on ice. 
Supernatant was directly injected into LC-MSMS and the remaining was kept frozen at -
20°C. 
Substrate Selectivity Studies. Individual substrates were incubated with (rhCYP1A1, 
2B6, 2C8, 2C9, 2D6, 2E1, 2J2, 3A5 and 4A11 as per the mentioned protocol above. The 
same incubation procedure was used except that the pre-incubation period was 
performed with the rhCYP450, buffer and NADPH-regenerating system and the reaction 
was initiated by the addition of the substrate.   
Substrates Interactions Studies. Each substrate was incubated with their respective 
rhCYP450-targetted isoenzyme in combination with each other substrate. The same 
incubation conditions were used as the buffer assay experiment stated above.  
 
rhCYP450 activity assays 
 
Cocktail #1. Chlorzoxazone, midazolam, ebastine and bupropion were all incubated 
alone or together with rhCYP2E1, 3A5, 2J2 and 2B6, respectively. Experiment was 
performed following the same protocol as for the buffer effect studies. The final 
incubation volume (500 µl) contained rhCYP450 (between 2.5 and 6 pmoles 
CYP450/incubations), NADPH-regenerating system (100 µl) and substrate. Each 
substrate were dissolved to cover a range of 0.15, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, 5 times their 
respective Km values (refer to solutions for concentrations). Ebastine, midazolam and 
chlorzoxazone were prepared in methanol and 2.5 µl was added in the incubation (all 3 
substrates were prepared in the same methanol solution when used in cocktail #1). 
Bupropion was dissolved in 0.1 N HCl (10 µl was added in the incubation). Briefly, pre-
incubation was initiated with substrates alone or in combination, buffer and NADPH-
regenerating system. Reaction was started by the addition of rhCYP450 and stopped 




chilled on ice for 10 minutes, centrifuged at 13 000 rpm for 10 minutes and finally, the 
supernatant was directly injected onto the LC-MSMS. 
Cocktail #2. Repaglinide, bufuralol and ethoxyresorufin were all incubated alone or 
together with rhCYP2C8, 2D6 and 1A1, respectively following the same incubation 
protocol as for cocktail #1.  
 
HHM isolation and activity assays 
Heart Tissue Samples. Explanted human hearts were obtained from the Réseau 
dřÉchange de Tissus et dřÉchantillons Biologiques (RETEB), from the Montreal Heart 
Institute, Montreal, Quebec. Written consent was signed by patients and the use of 
human heart tissues was approved in accordance with regulation of the Ethic Review 
Board of the Montreal Heart Institute. Immediately after explantation, the hearts were 
immersed in a cold transplantation buffer, rapidly mounted on an extracorporeal 
circulation and perfused for 10 minutes with the same buffer. Left and right ventricular 
samples (5-20 g) were prepared from regions mostly above the apex and outside of 
apparent ischemic scars. These samples were immediately frozen in liquid nitrogen. 
Before use, human heart samples were thawed slowly, on ice, to prepare human heart 
microsomes (HHM).  
 
Preparation of subcellular microsomal fraction of human heart tissue. Preparation of 
human heart microsomes from explanted hearts was performed following the already 
published isolation method in our laboratory.(Michaud et al., 2010) Briefly, frozen 
hearts were gently chopped in a 100 mM KH2PO4 / 150 mM KCl / 1mM EDTA buffer 
containing the protease inhibitors PMSF (0.01 mM) and DTT (0.5mM). The hearts were 
then homogenized on ice using a Polytron®. Microsomes were isolated by differential 
centrifugations and frozen at -80°C for future experiments. Incubations with rhCYP450 
were performed within a linear range of the metabolite formation for the incubation time 
and concentration of microsomal proteins or CYP450 content (data not shown). 
 
Protein quantification in HHM. Protein quantification was performed with the Pierce® 





HHM kinetics assays. Cocktail #1, 7-ethoxyresorufin, bufuralol, repaglinide, 
tolbutamide and dodecanoic acid were incubated with twelve different HHM 
preparations. Frozen microsomes were thawed on ice. Experiment was performed 
following the same protocol as for the cocktail assay (HHM ~[0.7 mg/ml]). 
 
Quantification of metabolites – LC/MSMS 
 
Hydroxyebastine, carebastine and desalkylebastine, 1-hydroxymidazolam, 4-
hydroxymidazolam, and hydroxybupropion. Analyses were performed using an isocratic 
mobile phase with a Thermo Scientific Aquasil C18 column (100 x 2.1 mm I.D., 5 m) 
operating at 40°C. The mobile phase conditions consisted of acetonitrile and 10 mM 
ammonium formate in type 1 water pH 3.0 at a ratio of 40:60, respectively. The flow 
rate was fixed at 0.30 mL/min. Following the incubation period and centrifugation, 10 
µL of the supernatant was injected onto the LC-MSMS and the total run time was set at 
10.0 min. The mass spectrometer was interfaced with a Shimadzu Prominence series 
UFLC pump and auto sampler (Kyoto, Japan) using a pneumatic assisted heated 
electrospray ion source (HESI). MS detection was performed in positive ion mode, using 
selected reaction monitoring (SRM). The precursor-ion reactions were set at 486 → 167 
for hydroxyebastine, 500 → 167 for carebastine, 268 → 167 for desalkylebastine, 342 
→ 168 1-hydroxymidazolam, 342 → 234 for 4-hydroxymidazolam and 256 → 139 for 
hydroxybupropion. The HESI electrode was set to 3500 V. The capillary temperature 
was set at 300°C.  Argon was used as collision gas at a pressure of 1.5 mTorr. 
 
Hydroxychlorzoxazone, hydroxytolbutamide, 4’-carboxytolbutamide and 12-
hydroxydodecanoic acid. Analyses were performed using an isocratic mobile phase with 
a Phenomenex Luna PFP(2) column (150*3.0 mm, 3 μm) operating at 40°C. The mobile 
phase conditions consisted of acetonitrile and 0.01% formic acid 40:60, respectively. 
The flow rate was fixed at 0.30 mL/min. Ten microliters of the supernatant were injected 
onto the LC-MSMS and the total run time was set at 10.0 min. For detection of 12-




cold methanol, all the supernatant was transferred into clean 16*100 mm glass tubes and 
evaporated to dryness in a water bath set at 40°C under a gentle stream of nitrogen (10 
psi). The dried extract was dissolved with 200 μL of methanol and 10 μL was used for 
analysis. The mass spectrometer was interfaced with a Shimadzu Prominence series 
UFLC pump and auto sampler (Kyoto, Japan) using a pneumatic assisted heated 
electrospray ion source (HESI). MS detection was performed in negative ion mode, 
using selected reaction monitoring (SRM). The precursor-ion reactions were set at 184 
→ 120 for hydroxychlorzoxazone, 285 → 186 for hydroxytolbutamide, 299 → 200 for 
4ř-carboxytolbutamide and 215 → 169 for 12-hydroxydodecanoic acid. The HESI 
electrode was set to 3000 V. The capillary temperature was set at 300°C.  Argon was 
used as collision gas at a pressure of 1.5 mTorr. 
 
Hydroxybufuralol, 2-despiperidyl-2-amino repaglinide (M1 repaglinide metabolite), 3'-
hydroxylrepaglinide (M4 repaglinide metabolite) and resorufin. Analyses were 
performed using an isocratic mobile phase with a Phenomenex Luna PFP(2) column 
(150*3.0 mm, 3 μm) operating at 40°C. The mobile phase conditions consisted of 
acetonitrile and 0.01% formic acid 50:50, respectively. The flow rate was fixed at 0.30 
mL/min. Ten microliters of the supernatant was injected and the total run time was set at 
10.0 min. The mass spectrometer was interfaced with a Shimadzu Prominence series 
UFLC pump and auto sampler (Kyoto, Japon) using a pneumatic assisted heated 
electrospray ion source (HESI). MS detection was performed in positive ion mode, using 
selected reaction monitoring (SRM). The precursor-ion reactions were set at 278 → 186 
for hydroxybufuralol, 385 → 106 for M1, 469 → 246 for 3řhydroxyrepaglinide and 214 
→ 103 resorufin. The HESI electrode was set to 3500 V. The capillary temperature was 
set at 300°C.  Argon was used as collision gas at a pressure of 1.5 mTorr. 
 
Data and Statistical Analysis. 
All data were plotted, fitted and statistically analyzed with GraphPad Prism5 (La Jolla, 
CA). 
All assays for each concentrations were performed in triplicate. Velocity was corrected 




(in mg). All data points are expressed as the mean ± standard deviation. Km and Vmax 
were calculated by fitting data with the Řbest-fitř nonlinear regression models 
(Michaelis-Menten, substrate inhibition or allosteric sigmoidal). Statistical comparison 
was executed using the extra-sum-of-squares (F test) with a p-value set at 0.05. 
Comparison between two assays was performed with a Student-t test and between 
multiple assays with a one way ANOVA followed by a post-hoc Dunnet test. 
Comparison between the two datasets (solo versus cocktail) was performed to establish 
the cocktail influence on the kinetics curve of the substrate studied. The comparison 
method used was the extra sum-of-squares F test with a p-value set at 0.05. A p-value 
<0.05 was considered statistically significant to notice a difference between the two 
datasets. Intrinsic clearance was calculated by the equation:        
    
  
 . A 95 % 
confidence interval (CI) was calculated for the intrinsic clearance using the confidence 
interval equation for a ratio of two means.(Motulsky, 1998) In our analysis, the ratio of 
the two means (Q) was the quotient of Vmax/Km (CLint). Standard deviations for Km 
and Vmax obtained from the best-fit model were used to calculate standard deviation of 
the quotient Q following this equation:      √




   
 
  
    where A=Vmax, B=Km 
and Q=A/B. SDA and SDB are expressed in same units as A and B, respectively. Then 
95%CI was calculated following the equation:                           
  
       where t* represents the 2-tailed t-distribution number for a level of significance of 
0.05 as per a degree of freedom equals to the number of data points minus one. 
Overlapping of the 95%CI obtained from solo versus cocktail datasets was used as a tool 
to establish a tendency of possible interaction. Absence of overlap for the 95%CI 
between two datasets was referred to Řa tendency to be differentř.  
Reagents 
Ebastine, hydroxyebastine, hydroxyebastine-d5, carebastine, carebastine-d5, 
desalkylebastine, desalkylebastine-d5, bupropion, hydroxybupropion, 
hydroxybupropion-d6, 6-hydroxychlorozoxazone, 4-hydroxymidazolam, 4-
hydroxymidazolam-d5 methanoate, bufuralol, hydroxybufuralol, 1-hydroxybufuralol-d9, 
repaglinide, 2-despiperidyl-2-amino repaglinide (M1), 3'-hydroxyrepaglinide (M4), 7ř-




carboxytolbutamide-d9 were purchased from Toronto Research Chemicals (Toronto, 
Canada). 6-hydroxychlorozoxazone-d2-
15
N was purchased from TLC Pharmachem 
(Vaughan, Ontario, Canada). 1-hydroxymidazolam and 1-hydroxymidazolam-d4 were 
purchased from Cerilliant (Texas, USA). Chlorzoxazone, tolbutamide, resorufin sodium 
salt, resorufin-d6, 12-hydroxylauric acid, 10-hydroxydodecanoic acid, nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate (NADPH), glucose-6-phosphate, glucose-6-phosphate 
dehydrogenase, dimethyl sulfoxide (DMSO), sodium phosphate dibasic anhydrous 
(Na2HPO4), trishydroxymethylaminomethane (TRIS), potassium chloride (KCl) and 
phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, 
MO). Potassium phosphate monobasic (KH2PO4), acetonitrile and methanol were 
purchased from Fisher Scientific (Toronto, On). Magnesium chloride was purchased 
from JT Baker (Philipsburg, NJ). Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) was 
purchased from Bioshop (Burlington, On). Dithiothreitol (DTT) was purchased from 
Gibco®, Life Technologies Ltd. (Eugene, OR). Recombinant human (cDNA-expressed) 
CYP1A1, 1A2, 1B1, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 2J2, 3A4, 3A5, 4A11 
Supersomes™ (rhCYP450) and anti-human CYP2E1 antibodies (Abs) for 





rhCYP450 cocktail validation  
Those assays mentioned below validated the combination of cocktail #1 by grouping 
bupropion, chlorzoxazone, ebastine and midazolam, and cocktail #2 by grouping 
bufuralol, ethoxyresorufin and repaglinide. 
Decision process for the construction of substrate cocktails. Probe drugs to be included 
into each cocktail were selected based on CYP450 mRNAs CYP2J2, CYP4A11, 
CYP2E1, CYP1A1, CYP2C8, CYP2B6 and CYP2C9 known to be expressed in human 
heart human ventricles (Michaud et al). CYP3A5 was also added since mRNAs were 
reported to be observed in some human hearts samples (data not shown). Cocktails were 
created by grouping probe drugs together considering the most suitable LC-MSMS 
chromatographic conditions and ionisation mode (negative or positive). Validation was 
also performed to assure buffer compatibility among substrates by estimating the highest 
CYP450-mediated velocity, selectivity toward one isoenzyme and the lack of interaction 
between substrates. 
 
Probe drugs selectivity. Bupropion, bufuralol, ebastine, ethoxyresorufin, dodecanoic 
acid, midazolam, repaglinide and tolbutamide were hydroxylated with high and 
exclusive affinity by their targeted CYP2B6, CYP2D6, CYP2J2, CYP1A1, CYP4A11, 
CYP3A5, CYP2C8 and CYP2C9 isoenzyme (p<0.05 compared to all other rhCYP450, 
Table 1 and Supplementary Figure 1).  
Buffer effect on rhCYP450-medaited substrates oxidation. Maximum activity was 
observed with the 100 mM phosphate buffer for bupropion with rhCYP2B6, 
chlorzoxazone with rhCYP2E1, ethoxyresorufin with rhCYP1A1 and midazolam with 
rhCYP3A5 (Table 2). In contrast, repaglinide metabolism decreased with increasing 
concentrations of phosphate buffer. On the other hand, rhCYP2J2-mediated ebastine 
hydroxylation was similar in all buffers. Enzyme activity was greatest towards bufuralol, 
tolbutamide and dodecanoic acid when incubations were performed with TRIS buffer 





Between Substrates Interactions. Interactions between probe drugs were studied by co-
incubating each substrate with each other at one concentration (respective Km values for 
their own more active isoenzyme). Table 3 lists the substantial interactions observed 
between substrates tested (>25%). Chlorzoxazone hydroxylation through CYP2E1 was 
decreased by more than 60% when incubated with substrates dissolved in DMSO 
(ethoxyresorufin, repaglinide and dodecanoic acid). Bufuralol, ethoxyresorufin and 
repaglinide-mediated hydroxylation was decrease by 40% when co-incubated with 
ebastine. When bupropion was co-incubated with bufuralol or ethoxyresorufin, their 
respective hydroxylation decreased by more than 30%.  
 
Tolbutamide and dodecanoic acid activity with rhCYP450. Metabolism of tolbutamide 
and dodecanoic acid was the greatest in the presence of 100 mM TRIS (pH 7.5) buffer 
which led us to exclude these substrates from cocktail #1 or #2 (Table 2). On the other 
hand, dodecanoic acid inhibited the metabolism of many substrates including 
tolbutamide and bupropion (Table 3). Consequently, dodecanoic acid and tolbutamide 
were studied separately and apart from cocktails #1 and 2. Kinetic analysis performed 
with rhCYP2C9 and rhCYP4A11 with tolbutamide and dodecanoic acid, respectively 
are presented in Supplemental Figures 2A and B.  
 
rhCYP450 kinetics activity  
Cocktail #1. Bupropion, chlorzoxazone and ebastine hydroxylation kinetics with 
rhCYP2B6, 2E1 and 2J2, respectively, were not changed when incubated alone 
compared to as in cocktail #1 (Figures 1A to D, Table 4). Ebastine hydroxylation with 
rhCYP2J2 best fitted an allosteric sigmoidal kinetic model when incubated alone or as in 
cocktail #1 (Figure 1C). Ebastine N-dealkylation was not observed in the presence of 
rhCYP2J2 but was detected when incubations were performed with rhCYP3A5: N-
dealkylated ebastine metabolite formation followed a substrate inhibition kinetic model 
(Figure 1D). Midazolam 1-hydroxylation kinetics with rhCYP3A5 was influenced by 
other substrates in cocktail #1 with 1.75- and 2-time increases in its apparent Km and 
Vmax, respectively (Figure 1E, Table 4). In contrast, midazolam 4-hydroxylation was 




and Vmax, respectively (Figure 1F, Table 4). The overall CLint for rhCYP3A50-
mediated midazolam 1-hydroxylation did not differ more than 10% between its solo and 
cocktail#1 assays.  
 
Cocktail #2. Bufuralol 1-hydroxylation maximal velocity was decreased 2.3-times 
compared to a 3.6-times decrease in its apparent Km when incubated with cocktail #2 vs. 
alone (Table 5, Figure 2A). Bufuralol 1-hydroxylation CLint was increased 1.7-time 
when exposed to cocktail #2 (Table 5). Ethoxyresorufin O-deethylase (EROD) activity 
with rhCYP1A1 was unchanged by the presence of other substrates in cocktail #2 
(Figure 2B). Repaglinide hydroxylation on the piperidine ring through rhCYP2C8 when 
incubated as in cocktail #2 fitted substrate inhibition model (Figure 2C, Table 5). Ratios 
of kinetic parameters derived from a substrate inhibition model from incubations with 
either cocktail #2 or alone were close to unity for Km (Kmcocktail#2 /Kmsolo = 0.9, p>0.05) 
and Vmax (Vmaxcocktail#2 /Vmaxsolo = 1.06, p>0.05). Repaglinide maximal velocity of its 
M1 metabolite formation with rhCYP2C8 was increased 4.56-times when incubations 
were performed with cocktail #2 while its apparent Km was decreased by 2.82-times 
(p<0.05, Figure 2D and Table 5). Repaglinide clearance through M1-formation pathway 
represents 2% of the hydroxylated-pathway when incubated alone with rhCYP2C8 and 
remains at 2% when co-incubated in cocktail #2.  
 
Between substrates interaction of cocktail #2 substrates. Kinetics changes among 
bufuralol and repaglinide metabolism were further explored (Supplemental Figure 1 and 
Supplemental Table 1). Co-incubation of repaglinide or ethoxyresorufin with bufuralol 
decreased the maximal velocity (Vmax) of bufuralol hydroxylation with rhCYP2D6*1 
by 2.29- and 3.37-times, respectively compared to the substrate incubated alone. 
Inversely, its apparent Km decreased by 2.47- and 5.2-times resulting in a similar overall 
capacity of the enzymes pool (CLint+ethoxyresorufin = 3.7, CLint+repaglinide = 2.6 versus 
CLintsolo 2.4 µl /min / pmol of rhCYP450) (Supplemental Figure 1A, Supplemental 
Table 1).  
Vmax of repaglinide hydroxylation, on the piperidine ring, with rhCYP2C8 was 




2.3-times when co-incubated with ethoxyresorufin. The apparent Km followed similar 
trends resulting in no change in intrinsic clearances (Supplemental Figure 1B, 
Supplemental Table 1).  
 
HHM-mediated oxidation toward 9 selective CYP450 probe drugs. 
Demographics of each patient used for heart tissue extraction is presented in Table 6 
(samples 1 to 12). Substrates in cocktail #1 (chlorzoxazone, ebastine, bupropion and 
midazolam), repaglinide, bufuralol, ethoxyresorufin and dodecanoic acid were incubated 
in microsomes prepared from 12 different explanted human heart ventricles (Figure 3). 
Tolbutamide was only incubated in 3 (samples #3, 5 and 6) out of the 12 HHM samples 
(Figure 3A). Blanks with no NADPH-regenerating system, establishing if enzymatic 
sources other than CYP450s were responsible for the metabolism observed, or with no 
microsomes, establishing if the substrate powder contributed to the metabolite signal or 
if chemical degradation occurred, were performed. Figure 3 presents the residual 
velocities. Chlorzoxazone hydroxylation was observed in each heart and was the highest 
with a mean formation of ~4 pmoles of hydroxychlorzoxazone/min/mg protein (Figure 
3A). The activity measured for hydroxyebastine formation represented ~55% (2.2 
pmoles of hydroxyebastine/min/mg of proteins) of the activity determined for 
chlorzoxazone and was observed in the twelve hearts tested (Figure 3A). Bupropion 
hydroxylation was observed in 3 different samples of the twelve hearts tested and 
represented ~0.6 % (0.025 pmoles of hydroxybupropion/min/mg of proteins) of 
chlorzoxazone activity (Figure 3A). Midazolam 4-hydroxylation was observed in 1 heart 
sample with less than 0.1% of chlorzoxazone activity (0.007 pmoles of 4-
hydroxymidazolam/min/mg of protein). Tolbutamide hydroxylation resulted in a 
velocity of ~0.015 pmoles of hydroxytolbutamide/min/mg protein (Figure 3A). 
Dodecanoic acid incubated in the 12 hearts did not show any activity. Ethoxyresorufin 
was incubated in 2 samples of HHM and no EROD activity was observed. Repaglinide 
hydroxylation on the piperidine ring did not show any activity while the M1-
hydroxylation pathway showed activity (~0.004 pmoles M1/min*mg of proteins) for 2 
heart samples (Figure 3B). Bufuralol hydroxylation was observed in HHM of 11 




blanks (Figure 3B). A chromatogram of the blanks, the LOQ as well as the signal 
observed in one sample of HHM are presented in Supplemental Figure 3A to C.  
Concentration-dependent metabolism of ebastine and chlorzoxazone with HHM 
subcellular fraction 
Comparison of chlorzoxazone and ebastine metabolism incubated as in cocktail#1 vs 
alone, at 400 µM and 1.5 µM respectively (2 times their respective Km) with HHM from 
two different samples of men patients (samples #13 and #1, respectively), are depicted in 
Figures 4A and 4B).  Hydroxylation of chlorzoxazone and ebastine, incubated at a range 
of 0.15 and 8-times their Km performed in one human heart sample (sample #1) is 
presented in Figures 5A and 5B. Km and Vmax values following ebastine hydroxylation 
was 0.05 ± 0.01 µM and 0.32 ±0.01 pmol/min/mg of proteins, respectively. Acute 
inhibition assays with astemizole (added at the same time of the substrate ebastine) or 
with 4-methylpyrazole or anti Human CYP2E1 antibodies (both pre-incubated 10 
minutes prior to the addition of chlorzoxazone) were each performed, separately in the 
same explanted heart (#14) of one men patient diagnosed with idiopathic 
cardiomyopathy (Figures 6A and 6B ). Hydroxyebastine formation was inhibited when 
ebastine was co-incubated with astemizole (p<0.05, unpaired t-test) while chlorzoxazone 






The aim of this study was explore the HHM oxidation activity toward 9 probe drugs 
substrates validated to be selective toward specific CYP450 known to be expressed in 
the human heart. Based on our previous findings and the screening of CYP450 mRNAs 
in the human heart ventricle, we sought the development and validation of selective 
cocktails towards CYP1A1, 2B6, 2C8, 2C9, 2D6, 2E1, 2J2, 3A5, and 4A11. A first 
selective cocktail containing bupropion, chlorzoxazone, ebastine and midazolam was 
developed allowing to measure CYP2B6, 2E1, 2J2 and 3A5 activities. A second cocktail 
intended to include 7-ethoxyresorufin (1A), bufuralol (2D6) and repaglinide (2C8) was 
developed but failed the validation step because of probe-probe interactions. Overall, 
three different analytical methods were developed for the analysis of 14 different 
metabolites formed through the hydroxylation of 9 different substrates. Quantifiable 
activity was detected for ebastine and chlorzoxazone only, for which a complete enzyme 
kinetics profile was further demonstrated immediately after having validated the absence 
of important interactions between substrates of cocktail #1 on the HHM-hydroxylation 
ability for ebastine and chlorzoxazone.  
Development of a probe drug cocktail requires logical steps of validation to avoid probe-
probe interactions and to maximize incubation conditions. Substrate selectivity towards 
targeted CYP450 isoenzymes was restablished and we confirmed that ethoxyresorufin, 
bupropion, repaglinide, tolbutamide bufuralol, ebastine, midazolam and dodecanoic acid 
are truly selective (>90%) towards CYP1A1, 2B6, 2C8, 2C9, 2D6, 2J2, 3A5 and 4A11, 
respectively CYP2J2 and CYP4A11 probe drugs are not largely expressed in human 
liver (REF). However, these isoenzymes are of great interest for studies with human 
heart microsomes as they are highly expressed in this tissue (REF VERO). Ebastine was 
proposed as a probe drug for the study of CYP2J2 metabolism and our study supports its 
use as a probe for experiments performed in human hearts. (Hashizume et al., 2002, Lee 
et al., 2010) Dodecanoic acid was previously suggested as a probe for CYP4A11 in 
other extrahepatic tissues (Johnston et al., 2011) and yet we demonstrated its selectivity 
towards CYP4A11. 
Protein-protein interactions are influenced by the choice of buffer in in vitro CYP450 




suitable phosphate buffer to reach the highest yield for each kinetics reactions for all 
substrates used and then transferred with the optimal buffer in HHM system for kinetics 
assays. Limitation to our study is the lack of buffer effect assessment directly in HHM 
system. It is known that the ionic and pH influence the CYP450 enzyme 
metabolism.(Kudo et al., 2016) Therefore, the optimal buffer in the rhCYP450 system 
could be different than in HHM. To standardize the buffer effect we used the same 
buffer for both enzyme systems. Moreover, as the volume ratio of buffer over the 
enzyme system strongly decrease in HHM incubation. It was unlikely that a higher 
buffer-protein interaction would have occurred and influenced HHM kinetic ability since 
the volume ratio was at its highest in the rhCYP450 assays. Overall, the buffer choices 
in HHM was functional and standardized with rhCYP450 system.  
Finally, we have demonstrate the utility and ability of using cocktail #1 as a tool for 
studying multiple CYP450 pathways within the same through a complete validation with 
the rhCYP450 system using optimal conditions to maximize kinetics. Several molecular 
interaction processes could come into play when more than one substrate are incubated 
at the same time (Segel, 1993). When developing our probe drug cocktails different type 
of inhibition and activation phenomena were observed and inferred based on the change 
of the apparent Km and Vmax parameters. Uncompetitive inhibition (decrease in both 
Km and Vmax), ping-pong mechanisms (increase in both Km and Vmax), substrate 
inhibition (decrease in Vmax at high substrate concentrations) and allosteric kinetics 
(sigmoidal kinetic curve) were all observed kinetic behaviors when multi-substrates 
conditions were assayed. Complete Ki assays were not performed to conclude without a 
doubt on the inhibition phenomena observed in those assays. Still, the phenomena 
between some substrates restrain their utility to be used as cocktail combination based 
on the observed fluctuation on their apparent Km and Vmax.    
The combination of probe drugs was first established based on the absence of 
interactions between each substrates within a potential cocktail. The lack of interactions 
between bupropion, chlorzoxazone and ebastine validated their use, for the first time, 
within a cocktail (cocktail #1) of probe drugs selective towards CYP2B6, 2J2 and 2E1, 
respectively. On the other hand, activation of CYP3A5 mediated midazolam 1-




when midazolam was co-incubated with other substrates constituting cocktail #1. The 
metabolic CLint did not change as both parameter Km and Vmax changed proportionally 
in the same direction permitting to maintain midazolam within cocktail #1.  
Development of cocktail #2 resulted in a problematic combination of 7-ethoxyresorufin, 
bufuralol and repaglinide because of kinetic changes occurring for bufuralol and 
repaglinide hydroxylation when used concomitantly. Bufuralol metabolism in 
rhCYP2D6 showed a decrease in the apparent Km accompanied by a decrease in Vmax 
without major changes on CLint when co-incubated with 7-ethoxyresorufin or 
repaglinide or both. Uncompetitive inhibition, a rarely observed phenomenon, is a 
reversible-type inhibition occurring when the inhibitor and the substrate both can bind to 
the enzyme concurrently in a multisubstrate system. Theoretically, the decreasing the 
enzyme-substrate pool and increasing the free enzyme pool allowing an increase in the 
apparent Km (Cornish-Bowden, 1974, Cornish-Bowden, 1986, Whiteley, 2000, Yoshino 
and Murakami, 2009, Segel, 1993).. Our results clearly demonstrate the heterogenic 
activation and uncompetitive inhibition occurring between repaglinide, ethoxyresorufin 
and bufuralol limiting them to be used concomitantly in a cocktail.  
We therefore translate our validation to use cocktail #1 from the rhCYP450 to the HHM 
systems. This validation was confirmed by testing the effect of cocktail #1 on the 
velocity of the ebastine and chlorzoxazone hydroxylation with HHM showing no to little 
effect. Yet, we assessed the metabolism of all these substrates in human heart 
microsomes. We saw a significant metabolism in human heart microsomes mostly for 
ebastine, chlorzoxazone and tolbutamide while the activity towards bufuralol, 
bupropion, midazolam and repaglinide was hardly quantifiable..  However, HHM 
system did not show any activity when incubated with dodecanoic acid which was 
surprising as it was identified as the fourth most expressed mRNA enzyme.(Michaud et 
al., 2010)  
In vitro metabolism is poorly understood with HHM system. Evidence of stereoselective 
metabolism with HHM was first demonstrated through the CYP450-mediated formation 
of nine metabolites from both enantiomers of verapamil.(Michaud et al., 2010) 
Participation of CYP450 isoenzymes in selective probe drugs toward CYP450 already 




capacity within the heart cells. Ebastine (>95 %) and chlorzoxazone (>80 %) 
metabolism with HHM was greatly variable between patients. Our result are in 
agreement with mRNA expression being the highest for CYP2J2 closely followed by 
CYP2E1.(Michaud et al., 2010) Moreover, CYP2J2 protein was also found to be highly 
expressed in human heart (0.17 ±0.05 pmol/mg).(DeLozier et al., 2007) to Ebastine 
hydroxylation with HHM, incubated within cocktail#1 was saturable at high 
concentrations with an apparent Km (0.054 ± 0.01 µM) comparable to the one obtained 
in rhCYP2J2 (0.53 ± 0.04 µM). Overall, the catalytic activity by the HHM system 
toward ebastine and chlorzoxazone is NADPH-dependent. .  
Chemical and immunoinhibition with rhCYP450 were performed but not shown in this 
study to counter-validate selectivity across targeted CYP450. Still, chemical inhibition 
in the HHM system on the hydrolysis of ebastine and chlorzoxazone performed were 
inconclusive toward CYP2E1-mediated metabolism of chlorzoxazone with HHM. 
However using the selective CYP2J2 competitive substrate astemizole (Matsumoto et 
al., 2002), ebastine hydrolysis was strongly suggested to be mediated through CYP2J2 
isoenzyme with its metabolism inhibited by more than 70%. Further IC50 assays with 
other chemical inhibitors and antibodies assays with more HHM samples are ongoing to 
confirm the CYP450-mediated source of ebastine and chlorzoxazone metabolism with 
the HHM system. It is the first time, to our knowledge, that enzymatic assays with 
CYP450 probe drugs were tested in HHM and a complete metabolic profile was shown 
for the highly-selective CYP2J2 substrate ebastine. 
Extrahepatic CYP450-mediated metabolism is still an innovative era in metabolism 
which could become of great relevance. According to this concept, concentration of 
some drugs in extrahepatic organs can be regulated by CYP450 activities within specific 
tissue cells defining the organ intrinsic clearance.(Krishna and Klotz, 1994, Thelen and 
Dressman, 2009) Hence, local metabolism is suggested to have a role in drug-associated 
tissue-specific action or toxicities. For instance, our studies suggest that cardiac 
metabolism could modulate toxicity of drugs such as the block of hERG potassium 
channel (intracellular binding) leading to drug-induced Long QT syndrome.(Moss and 
Morganroth, 1999) Interestingly, many drugs causing this toxicity are metabolized by 




human heart.(Michaud et al., 2010, Liu et al., 2006, Matsumoto and Yamazoe, 2001) 
Our hypothesis contrasts with the classic pharmacokinetic theory where the systemic 
drug concentration, usually used to establish evidence of a drug-drug interaction, is 
driven by CYP450 hepatic metabolism.  
Our study fully validates probes of cocktail #1 selective toward CYP2B6, 2E1, 2J2, and 
3A5 to be used in other tissues and other species to study tissue-selective metabolism. 
We established the ability and utility of using cocktail #1 in the HHM system to identify 
targeted-CYP450 hydroxylation reactions through the metabolism of selective 
substrates. The human heart is endowed with metabolic activity for at least six different 
CYP450s: CYP2J2, 2E1, 2B6, 3A5, 2C8 and 2C9. Further studies are needed to 
establish the importance of human heart CYP450-targeted metabolism and tissue drug 
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Figure 1. Kinetics of bupropion, chlorzoxazone, ebastine and midazolam incubated 
alone or as cocktail #1 with rhCYP2B6, 2E1, 2J2 and 3A5, respectively. 
Enzyme kinetics of (A) bupropion (B) chlorzoxazone (C-D) ebastine (E-F) midazolam 
incubated alone or within cocktail #1 (midazolam, chlorzoxazone, bupropion and 
ebastine) with rhCYP450s. Empty circles (): substrate incubated alone, filled circles 
(): substrate incubated with cocktail #1. Dashed line represents the 95% CI. 
Figure 2. Kinetics of ethoxyresorufin, bufuralol and repaglinide incubated alone or 
as cocktail #1 with rhCYP1A1, 2D6 and 2C8, respectively. 
Enzyme kinetics of (A) bufuralol (B) ethoxyresorufin (C) and repaglinide incubated 
alone or within cocktail #2 (bufuralol, ethoxyresorufin and repaglinide) with 
rhCYP450s. Empty circles (): substrate incubated alone, filled circles (): substrate 
incubated with cocktail #2. Dashed line represents the 95% CI. 
Figure 3. Substrates in cocktail #1 (chlorzoxazone, ebastine, bupropion and 
midazolam), repaglinide, bufuralol and dodecanoic acid were incubated in 
microsomes prepared from 12 different explanted human heart ventricles 
Formation of specific major metabolites of midazolam, bupropion, chlorzoxazone, 
ebastine and tolbutamide (A) or bufuralol and repaglinide (B) produced in human left 
ventricle heart microsomes from twelve subjects (incubations were realised at 
concentrations where the reaction rate is half the Vmax in their respective recombinant 
enzyme rhCYP450 (Km) although otherwise indicated). 
Figure 4. Substrates ebastine and chlorzoxazone incubated alone or within cocktail 




Formation of specific major metabolites of ebastine (A) and chlorzoxazone (B) produced 
in human left ventricle heart microsomes from one subject. 
Figure 5. Kinetics of ebastine and chlorzoxazone incubated within cocktail #1 in 
HHM 
Enzyme kinetics of (A) ebastine and (B) bufuralol incubated alone or within cocktail #1 
with HHM. 
Figure 6. Inhibition assays in HHM 
Inhibition assays with astemizole (added at the same time of the substrate ebastine) (6A) 
or with 4-methylpyrazole or anti Human CYP2E1 antibodies (both pre-incubated 10 
minutes prior to the addition of chlorzoxazone) (6B) performed in the same explanted 







Table 1. In vitro drug metabolism in different rhCYP450 systems.  
Drugs 
Quantified metabolites rhCYP1A1 rhCYP2B6 rhCYP2C8 rhCYP2C9 rhCYP2D6 rhCYP2E1 rhCYP2J2 rhCYP3A5 rhCYP4A11 
[concentration] 
Bupropion [465 µM] 6-hydroxybupropion <0.5% 12.84±0.12* 0.45±0.006 0 <0.5% <0.5% <0.5% <0.5% 0 
Bufuralol [100 µM] 1-hydroxybufuralol 0.24±0.02 <0.5% <0.5% <0.5% 26.98±1.82* 0.01±0.01 <0.5% <0.5% 0.004** 
Chlorzoxazone [210 µM] 6-hydroxychlorzoxazone 9.94±0.64 0 0 0 2.97±0.09 23.15±1.813* 2.76±.12 2.83±0.04 NDE 
Dodecanoic acid [25 µM] 12-OHdodecanoic acid <0.5% 0,11±0.01 0 <0.5% 0,17±0,004 <0.5% <0.5% <0.5% 19,96±1,24* 
Ebastine [25 µM] hydroxyebastine 0,07±0,001 <0.5% 0,105±0,004 0,002±0,0005 <0.5% <0.5% 8,03±1,34* 0,103±0,014 ND 
 carebastine 0 0 0 0 0 3.3* 0,0282±0,011 ND ND E 
Ethoxyresorufin [0.5 µM] resorufin 7.23±0.22* 0 0 0 0 0 0 0 0 
Midazolam [1 µM] 1-hydroxymidazolam  0 <0.5% 0 <0.5% <0.5% NDE 0 2.39±0.13* <0.5% 
 4-hydroxymidazolam NC NDE NC 0 NC NDE NDE 0,0138±0,0017 0 
Repaglinide [17 µM] M1 0,015±0,002 0,015±0,002 0,083±0.003* 0,0157±0,0006 0,0168±0,0005 0,0163±0,001 0,0136±0,002 0,042±0,007 0,0164±0,0005 
 3řhydroxyrepaglinide  0,00058±0.000047 <0.5% 1,46±0,04* 0,02343±0,0007 0,0099±0,0006 <0.5% 0,0096±0,0022 <0.5% <0.5% 
Tolbutamide 
hydroxytolbutamide 0,04268±0,002740 <0.5% 0,9717±0,1276 5,850±0,5476* 0,1059±0,01711 <0.5% <0.5% <0.5% 0,04579±0,04835 
[450 µM] 
  4-carboxytolbutamide NDE NDE NDE NDE NDE NDE NDE NDE NDE 
Activity is expressed as mean ± SD, units: pmol/min/pmol of rhYCP450. Legend: M1; 2-despiperidyl-2-amino-repaglinide, NC; Not Calculated, NDE; 




p <0.05 when compared to 












25 mM PO4 
(pH 7.4) 
50 mM PO4 
(pH 7.4) 
100 mM PO4 
(pH 7.4) 
100 mM TRIS 
(pH 7.5) 
Bupropion [155 µM] Hydroxybupropion CYP2B6 41%* 67%* 100% 64%* 
Bufuralol [10 µM] 1-hydroxybufuralol CYP2D6*1 68%* 82% 93% 100% 
Chlorzoxazone [120 
µM] 
6-hydroxychlorzoxazone CYP2E1 41%* 85%* 100% 25%* 
Dodecanoic acid [7.5 
µM] 
12-hydroxydodecanoic acid CYP4A11 99%** 77%** NDE 100%** 
Ebastine [5 µM] Hydroxyebastine CYP2J2 100% 99.6% 98% 94% 
 Carebastine NDE 73%* 200% 100% 41%* 
Ethoxyresorufin [0.3 
µM] 
Resorufin CYP1A1 42%* 65% 100% 45%* 
Midazolam [1 µM] 1-hydroxymidazolam CYP3A5* 41%* 72%* 100% 65%* 
 4-hydroxymidazolam NDE ND ND ND ND 
Repaglinide [17 µM] M1 CYP2C8 100% 70%* 69% 69% 
 hydroxyrepaglinide NDE 100% 78%* 56%* 60% 
Tolbutamide[150 µM] hydroxytolbutamide CYP2C9 130%* 32% 100% 1314%* 
Untransformed value of activity are presented in Supplementary Figure 1. Statistical analysis was performed on untransformed data from 
Supplementary Figure 1. (ANOVA, post-hoc Dunnet). Legend: M1; 2-despiperidyl-2-amino-repaglinide, mM; millimolar, ND; Not Detected, NDE; 
Not Done, PO4; phosphate.  
*Statistically significant difference p <0.05 when compared to the 100 mM PO4 (pH 7.4) used as control. ** No statistical comparison were 












Drug co-incubated with 
[concentration] 
% change in 
activity  
Bupropion [155 µM] 
(0,1 N HCl)  
hydroxybupropion 2B6  + ethoxyresorufin [1 µM] ↓32% 
   + dodecanoic acid [5 µM] ↓31% 
Bufuralol [10 µM] 
(0.1 N HCl) 
1-hydroxybufuralol 2D6*1  + bupropion [155 µM] ↓80% 
   + ebastine [5 µM] ↓43% 




2E1  + ethoxyresorufin [1 µM] ↓61% 
   + repaglinide [3 µM] ↓72% 
   + dodecanoic acid [5 µM] ↓69% 
Ethoxyresorufin [0.3 µM] 
 (DMSO) 
resorufin 1A1  + ebastine [5 µM] ↓37% 
   + bupropion [155 µM] ↓30% 
Midazolam [1 µM] 
(MeOH) 
1-hydroxymidazolam 3A5  + repaglinide [3.4 µM] ↓21% 
   + dodecanoic acid [50 µM] ↑32% 
Repaglinide [3.4 µM] 
(DMSO) 
hydroxyrepaglinide 2C8  + chlorzoxazone [210 µM] ↓31% 
   + dodecanoic acid [50 µM] ↓43% 
     + ebastine [5 µM] ↓41% 
Legend: DMSO; dimethylsulfoxide, HCl; hydrochloric acid, MeOH; Methanol, µM; micromolar. Results are presented following student-t test 
significant interaction (p<0.05 compared to the incubation alone used as control). Only interaction higher than 25% are presented. All relative activities 
presented in percentage were the results of the quotient between mean triplicate data activity obtained from substrate co-incubated with another 





Table 4. In vitro kinetics parameters of probes incubated alone or within cocktail #1 in rhCYP450 system. 
 
¥
Khalf. Legend: CI; 95% confidence interval, CLint; intrinsic clearance, min; minute, pmol; picomole, SD; standard deviation, µM; micromolar, 
Vmax; maximal velocity. No statistical analysis were performed between the datasets. Only the estimation of 95% confidence interval calculated for 
the CLint allow the overlapping observation between two experimental interventions.  Km units are expressed in µM, Vmax in pmol/min/pmol of 
rhCYP450 and CLint in µL/min/pmol rhCYP450.    






Best-Fit Model  Km ± SD Vmax ± SD CLint (95CI) 
Ebastine sum of hydroxyebastine 
and carebastine 




 15.6 ± 0.4 47.7 (40.4-55) 




 17.9± 0.4 34.8 (31.1-38.5) 
desalkylebastine CYP3A5 Cocktail 1 Substrate 
inhibition 
3.8 ± 2.2 0.86 ± 0.46 0.13 (-0.08-0.33) 
Bupropion hydroxybupropion CP2B6 Solo Michaelis-Menten 151 ± 15 31.3 ± 1.1 0.22 (0.17-0.27) 
Cocktail 1 Michaelis-Menten 144 ± 13 32.1 ± 1.1 0.24 (0.19-0.28) 
Chlorzoxazone 6-hydroxychlorzoxazone CYP2E1 Solo Michaelis-Menten 166 ± 10 21.9± 0.5 0.14 (0.13-0.16) 
Cocktail 1 Michaelis-Menten 213 ± 9 25.0 ± 0.4 0.13 (0.12-0.14) 
Midazolam 1-hydroxymidazolam CYP3A5 Solo Michaelis-Menten 4.3 ± 0.4 8.6± 0.3 1.9 (1.5-2.2) 
Cocktail 1 Michaelis-Menten 7.6 ± 0.8 16.9 ± 0.9 2.1 (1.6-2.6) 
4-hydroxymidazolam Solo Michaelis-Menten 27 ± 6 3.0 ± 0,5 0,11 (0,05-0,17) 




Table 5. In vitro kinetics parameters of probes incubated alone or within cocktail 
#2 in rhCYP450 system..  
 
Legend: CI; 95% confidence interval, CLint; intrinsic clearance, M1; 2-despiperidyl-2-amino-repaglinide 
min; minute, pmol; picomole, SD; standard deviation, µM; micromolar, Vmax; maximal velocity. No 
statistical analysis were performed between the datasets. Only the estimation of 95% confidence interval 
calculated for the CLint allow the overlapping observation between two experimental interventions.  Km 
units are expressed in µM, Vmax in pmol/min/pmol of rhCYP450 and CLint in µL/min/pmol rhCYP450.    
  
Probe  Quantified metabolites 
rhCYP450 






Km ± SD Vmax ± SD CLint (95CI) 
Bufuralol 1-hydroxybufuralol CYP2D6*1 Solo Michaelis-
Menten  
11.7 ± 1.2 9.8 ± 0.4 0.8 (0.60-1) 
Cocktail 2 Michaelis-
Menten  
3.3 ± 0.5 4.3 ± 0.2 1.2 (0.8-1.6) 
Ethoxyresorufin resorufin  CYP1A1 Solo Substrate 
inhibition 
0.36 ± 0.07 8.6 ± 0.7 21 (12-31) 
Cocktail 2 Substrate 
inhibition 
0.4 ± 0.05 9.7 ± 0.5 21 (15-28) 
Repaglinide hydroxyrepaglinide  CYP2C8 Solo Michaelis-
Menten 
3.1 ± 0.3 3.04 ± 0.09 1.01 (0.82-1.2) 
Cocktail 2 Substrate 
inhibition 
2.9 ± 1.3 3.4 ± 0.7 1.21 (-0.3-2.5) 
M1 CYP2C8 Solo Michaelis-
Menten  
2.7 ± 0.5 0.068 ± 0.004 0.02 (0.01-0.03) 
Cocktail 2 Michaelis-
Menten  




Table 6. Demographic characteristics of patients used for HHM activity assays. 
Demographics    
Gender (n)  10 
Age  (mean ± SD) 76±17 
Height (mean ± SD) 171±6 
Clinical Diagnostic (n)   
Dilated cardiomyopathy  5 
























Figure 1.  
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Supplemental Figure 1. Enzyme kinetics of (A) bufuralol incubated with 
rhCYP2D6*1, (B-C) repaglinide incubated with rhCYP2C8. Empty circles (): 
substrate incubated alone, filled circles (): + ethoxyresorufin, filled squares (): + 
















Supplemental Figure 2. Enzyme kinetics of (A) tolbutamide incubated with rhCYP2C9 









Supplemental Figure 3. Chromatogram representing the percentage of relative intensity 
of 6-hydroxybufuralol compared to the limit of quantitation (LOQ) of the LC-MSMS 
method. Four different chromatograms are presented; the LOQ signal, the signal 
obtained from bufuralol incubated in HHM (+NADPH regenerating system), one blank 
without NADPH regenerating system (with substrate and HHM) and one blank without 

















Quantified metabolites rhCYP450 
Experimental 
Best-Fit Model  
Km ± SD 
(µM) 








Bufuralol 1-hydroxybufuralol CYP2D6*1 Solo S-I 9.9 ± 0.9 25.2 ± 1.3 2.4 (1.9-2.9) 
+ repaglinide M-M 4.0 ± 0.4 11.0 ± 0.3 2.6 (2-3.2) 
+ ethoxyresorufin S-I 1.9 ± 0.4 7.5 ± 0.5 3.6 (2-5.3) 
Repaglinide hydroxyrepaglinide CYP2C8 Solo M-M  2.9 ± 0.2 2.70 ± 0.07 0.97 (0.81-1.13) 
+ ethoxyresorufin M-M 1.16 ± 0.20 1.17 ± 0.05 1.05 (0.67-1.44) 
+ bufuralol M-M 4.9 ± 0.4 4.4 ± 0.2 0.94 (0.75-1.12) 
M1 CYP2C8 Solo M-M 3.8 ± 0.5 0.177 ± 0.008 0.047 (0.034-0.059) 
+ ethoxyresorufin M-M 6.1 ± 1.0 0.33 ± 0.02 0.057 (0.036-0.078) 
+ bufuralol M-M 5.3  ± 1.1 0.25  ± 0.02 0.049 (0.026-0,072) 
Legend: A-S; allosteric-sigmoidal, CI; 95% confidence interval, CLint; intrinsic clearance, Km; affinity constant, min; minute, M-M; Michaelis-




 Discussion  2.3
Brièvement, nos résultats démontrent que les substrats-types chlorzoxazone, ébastine, 
bupropion et midazolam peuvent être utilisés ensemble pour étudier sélectivement les 
voies dřhydroxylation des CYP2E1, 2J2, 2B6 et 3A5. Nous avons aussi démontré que 
les substrats-types éthoxyrésorufine, bufuralol et répaglinide ne peuvent être combinés 
pour étudier les voies métaboliques des CYP1A1, 2D6 et 2C8, respectivement. 
Finalement, le substrat tolbutamide nécessite des conditions expérimentales différentes 
des 8 autres substrats étudiés et lřacide dodécanoïque interagit avec plusieurs substrats 
nous empêchant de les inclure dans un cocktail in vitro. Finalement, nous avons 
développé 3 méthodes analytiques suffisamment sensibles pour quantifier des 
métabolites formées en beaucoup plus petite concentrations par les MCH quřavec les 
microsomes de foies humains (HLM) ou les isoenzymes recombinantes. De plus, ces 3 
méthodes analytiques peuvent analyser les 14 métabolites issus de lřhydroxylation de 9 
substrats-marqueurs utilisés. Lřefficience dřutilisation des substrats fût améliorée de 
34% (6 procédures dřincubations pour 9 substrats) et de 80% au niveau des méthodes 
analytiques quantificatives (3 méthodes analytiques pour quantifier 14 analytes). Le 
Tableau 2 résume les résultats obtenus ainsi que les différences majeures entre les 
méthodes analytiques. 
 
Les isoenzymes recombinantes exprimant les CYP450s humains (rhCYP450) utilisées 
dans ce projet de recherche proviennent de la même source commerciale. La protéine 
dřune isoenzyme du CYP450 est exprimée dans des cellules dřinsectes préalablement 
infectées par le système baculovirus exprimant lřADN complémentaire (ADNc) de 
lřisoenzyme étudiée. Des microsomes sont préparés à partir de cette matrice. Étant 
donné que tous les tests ont été effectués avec la même matrice nos résultats sont 
standardisés en terme de surexpression de lřisoenzyme. Dans cette matrice, nous avons 
observé certaines cinétiques enzymatiques atypiques envers certains substrats et des 































cocktail 1  
ébastine CYP2J2 







(100 x 2.1 mm 
I.D.,  










désalkylébastine 268 → 167  
carébastine 500 → 167  
midazolam CYP3A5 
1-hydroxymidazolam 342 → 168 
4-hydroxymidazolam 342 → 234  
bupropion CYP2B6 hydroxybupropion 256 → 139  






Luna PFP(2)  
column (150*3.0 
mm, 3 μm)  
acétonitril


































Solo éthoxyrésorufine CYP1A1 résorufine 214 → 103 
Solo répaglinide CYP2C8 
M1 385.1→ 106.1 
M4 469.1→ 246.2 






La majorité des cinétique enzymatique observées décrivant lřhydroxylation des substrats 
utilisés seuls ou en combinaison sont décrites par des profils suivant  le modèle 
Michaelis-Menten. Seuls deux substrats, lorsquřincubés seuls ou en combinaisons, sont 
hydroxylés selon deux modèles atypiques; le modèle dřinhibition par le substrat 
(éthoxyrésorufine) et le modèle allostérique-sigmoïdale (ébastine). Ce changement de 
modèle cinétique est souvent associé à une forme de contrôle direct de lřenzyme 
réagissant à un déséquilibre survenu dans son environnement lui permettant de conserver 
son homéostasie.
398
 Différentes formes de contrôles directs peuvent être générées par la 
cellule soit par la liaison de son propre substrat ou soit dřun autre composé (effecteur) 
agissant comme inhibiteur ou activateur par sa liaison au site catalytique ou de 
régulation (allostérie).
399,400
 De façon expérimentale, ce phénomène a souvent lieu 
lorsque le milieu est saturé en concentration de substrat, événement quasi impossible 
dans un contexte in vivo.  
 Discussion spécifique : éthoxyrésorufine 2.3.1
Lřéthoxyrésorufine est hydroxylée par le CYP1A1 selon le modèle cinétique 
dřinhibition par le substrat même lorsquřincubée en présence du répaglinide et du 
bufuralol. Ce phénomène est suggéré être provoqué par un excès de substrat pouvant 
être expliqué par un artefact créé expérimentalement lors de lřincubation ou par une 
capacité dřautorégulation de lřisoenzyme. Cette deuxième explication sřexplique par le 
fait quřà une certaine concentration de substrat, lřenzyme diminuerait sa capacité 
métabolique qui sřobserve au point dřinflexion de la courbe.401 Selon les résultats 
obtenus, le point dřinflexion a eu lieu à environ 1 µM (0,24 µg/ml) dřéthoxyrésorufine 
suggérant quřune concentration de 1 µM dans lřenvironnement de lřenzyme 
provoquerait un mécanisme dřautorégulation.  
 
 Discussion spécifique : ébastine 2.3.2
 
La formation du métabolite hydroxyébastine par lřisoenzyme recombinante CYP2J2 suit 
un modèle de cinétique allostérique avec une courbe sigmoïdale et ce en présence ou 
















Figure 19. Voies métaboliques du substrat ébastine dřaprès Liu K-H et collègues. (2006) Characterization 
of Ebastine, Hydroxyebastine, and Carebastine Metabolism by Human Liver Microsomes and Expressed 
Cytochrome P450 Enzymes: Major Roles for CYP2J2 and CYP3A. Drug Metab Dispos 34:1793-1797.
259
 
(Autorisation de reproduction obtenue par Richard Dodenhoff, Journals Director de lřASPET 2015-08-10)  
 
Nos résultats démontrent pour la première fois une cinétique allostérique de la voie 
dřhydroxylation de lřébastine par le CYP2J2. Une des raisons pour lesquelles aucune 
autre publication nřa jamais rapporté ce type de cinétique est lřutilisation de trop grandes 
concentrations dřébastine (souvent jusquřà 100 µM259,402) particulièrement dans la partie 
ascendante de la courbe en plus dřune trop grande concentration de protéines (quantité 
de rhCYP2J2) lors de lřincubation. Conséquemment, la portion ascendante de la courbe  
cinétique  camoufle lřallostérie observée à faible concentration de substrat. La Figure 20 
illustre le profil dřhydroxylation de lřébastine par le CYP2J2 selon le modèle 























Figure 20. Profil de cinétique enzymatique de lřébastine avec les rhCYP2J2. A (Gauche) Profil de 
cinétique enzymatique du substrat ébastine avec les rhCYP2J2 à des concentrations variant de 0-75µM. B 
(Droite) Illustration rapprochée de la figure 19-A entre les concentrations 0 et 10 µM. C (Centre) 
Illustration rapprochée de la figure 19A entre les concentrations 0 et 2,5 µM. Les incubations ont été 
effectuées en triplicata, pendant 20 minutes selon les méthodes dřincubations mentionnées dans le 
manuscrit 1). 
 
La Figure 20 suggère que lřisoenzyme CYP2J2 régule le métabolisme de lřébastine de 
façon allostérique. Lřallostérie est définie par la liaison de molécules (substrats ou 







 Certaines données font état de potentiel dřinhibition allostérique par le telmisartan 
envers lřO-déméthylation de lřastémizole dans les rhCYP2J2.403 Dřautres chercheurs 
mentionnent une composante allostérique dans lřO-déméthylation de lřastémizole par les 
CYP2J2, 4F12, 2D6 et 3A4.
404
 Il sřagit des deux seules études, selon nos connaissances, 
ayant démontré le potentiel allostérique du CYP2J2. 
 
Une des explications au modèle dřallostérie serait que lřhydroxyébastine agirait comme 
effecteur (substrat) par compétition pour le site dřhydroxylation du CYP2J2 avec 
lřébastine rajoutant ainsi une complexité au modèle qui est peu documenté dans la 
littérature.
405
 De façon mécanistique, il est possible de suggérer que la formation de 
carébastine à partir de lřhydroxyébastine est très rapide (Vmax = 13 µl/min/rhCYP2J2
259
) 
et est décrit par  un profil cinétique dřinhibition par le substrat (Figure 21). Lřaddition 
des deux métabolites séquentiels obtenus permet de diminuer la concavité de la courbe 
démontrant que lřhydroxylation de lřhydroxyébastine en carébastine a lieu au début de la 








Figure 21. Cinétique enzymatique de lřébastine dans les rhCYP2J2 de 0 à 12 µM utilisant une 
concentration de 2 pmol/ml de rhCYP2J2.  : Représentation de la cinétique de formation du métabolite 
hydroxyébastine dans les rhCYP2J2 suite à lřincubation du substrat ébastine. □ : Représentation de la 
cinétique de formation du métabolite carébastine dans les rhCYP2J2 suite à lřincubation du substrat 
ébastine. ∆ : Représentation de la cinétique de formation de la somme des deux métabolites dans les 
rhCYP2J2 suite à lřincubation du substrat ébastine.  
 
En plus de démontrer un profil cinétique atypique, nos résultats démontrent que le Km 




(Figure 22). Ce graphique explique la valeur plus petite de Km obtenue pour le substrat 
ébastine avec les rhCYP2J2  par rapport aux autres valeurs de Km observés dans la 
littérature. Par exemple,  un Km de 8,20 µM fût obtenue avec 20 pmol/ml de 
rhCYP2J2
259
. Finalement, la variabilité dans lřestimation des Km influence grandement 
les valeurs de clairance intrinsèque (Vmax/Km) rapportée dans la littérature (CLint ébastine 
 hydroxyébastine avec les rhCYP2J2 = 0.45 µl/ min / pmoles rhCYP2J2259) par 










Figure 22. Représentation graphique du Khalf de lřhydroxylation de lřébastine en fonction de la 
concentration de rhCYP2J2 (r
2
 = 0,97).  
 
Dans un système de fractions microsomales de tissu (ex : HLM), le phénomène de 
cinétique allostérique est imperceptible dû à la présence dřautres voies oxydatives. La 
présence du CYP3A dans les HLM participe à la formation du désalkylébastine et 
pourrait dissimuler le phénomène dřallostérie par le CYP2J2.259 Dřailleurs, lřallostérie 
dans la formation dřhydroxyébastine nřa pas été observée lorsquřincubée dans les HLM 
ni dans les HHM. Les comparaisons des constantes obtenues des différents systèmes 
enzymatiques et leur pertinence clinique (HLM, MCH et rhCYP2J2) sont détaillées aux 
chapitres 3 et 4.  
 Discussion spécifique : cocktail #2 2.3.3
Dřautres faits intéressants furent lřobservation dřinteractions des substrats répaglinide 
avec les rhCYP2C8 et bufuralol avec les rhCYP2D6 lorsque mis en présence des 




#2). Des mécanismes de régulation enzymatique dřactivation de type mixte et 
dřinhibition incompétitive (uncompetitive inhibition) sont suggérés par lřinterprétation 
des graphiques obtenus.
407,408
_ENREF_275 Ces deux phénomènes dřinhibition 
démontrent que lřenzyme conserve son homéostasie (équilibre) de réaction par une 
capacité globale (CLint=Vmax/Km) similaire avec ou sans inhibiteur.
409
 Cette particularité 
sřexplique par un changement de même direction pour les deux constantes cinétiques 
générant un ratio Vmax/Km équivalent à celui obtenu sans inhibition.  
Le phénomène dřactivation de type mixte (ping-pong/double displacement kinetics) 
observé envers lřhydroxylation du substrat répaglinide avec les rhCY2C8 lorsque mis en 
présence du bufuralol se traduit par une augmentation du Km reflétant une inhibition non 
compétitive ainsi que par une augmentation du Vmax. Lřaugmentation du Vmax est un 
phénomène rare mais connu. Par exemple, lřoxydation du 17-β-estradiol sřest vu 
stimulée en présence dřα-naphtoflavone (α-NF) dans les rhCYP3A4.410 Dřailleurs, 
lřagent chimique le plus connu et utilisé comme activateur des CYP450s est lřα-
naphtoflavone. Lřhydroxylation de la nifédipine fut elle aussi augmentée en présence 
dřα-NF dans les microsomes de foie humain.411 Finalement, un phénomène similaire à 
celui du répaglinide fut observé dans les rhCYP2D6 envers lřhydroxylation en position 
21 de la progestérone lorsquřelle fût mise en présence de fluoxétine.412 Ce phénomène 
est dépendant des substrats utilisés. Les mécanismes moléculaires impliqués dans ce 
phénomène sont peu connus, mais il est suggéré quřen présence de plusieurs substrats, 
lřenzyme formerait un intermédiaire Enzyme-Substrat (ES) où la forme de lřenzyme 
serait altérée. Dans notre cas, le bufuralol nřest pas un substrat du CYP2C8 et donc agit 
comme activateur indépendant. Par contre nous ne pouvons confirmer si lřactivation est 
homotropique (au niveau du site catalytique) ou hétérotropique (autre site que le site 
catalytique). Les processus mécanistiques et la modélisation enzymatique dépassent les 
objectifs de mes études doctorales, mais il est intéressant de comprendre que lřenzyme 
doit atteindre un état transitoire avec une certaine énergie afin de catalyser une réaction 
et que la vitesse de réaction (v) est indépendante de lřaffinité du substrat envers 
lřenzyme (Km).
74
 Ainsi, la diminution de lřaffinité du substrat répaglinide pour lřenzyme 
CYP2C8 est indépendante de sa vitesse dřhydroxylation. Toutefois, de manière logique, 




concentration de substrats nécessaire pour atteindre le Vmax, dřoù lřaugmentation du Km. 
Dřailleurs, comme il en résulte aucun changement dans la clairance intrinsèque (CLint) la 
capacité globale de réaction nřest pas altérée en présence de lřactivateur. Étant donné 
que ce phénomène est observé pour les deux métabolites non séquentiels générés par le 
CYP2C8 (M1 et lřhydroxyrépaglinide), lřinteraction provoquée par le bufuralol est 
homogène pour les deux voies dřhydroxylation. Cependant, ce phénomène nřa jamais 
été clairement rapporté in vivo. Étant donné que lřatteinte dřune vitesse maximale 
requiert parfois des concentrations très élevées impossibles à administrer chez lřhumain, 
ce phénomène est non significatif in vivo.  
Bref, ce projet a révélé plusieurs nouvelles observations quant au profil cinétique de 
certains substrats ainsi que lřimpact sur la fonction oxydative des CYP450s entre 
différents substrats. La recommandation provenant de ce manuscrit est dřutiliser le 
cocktail #1 afin dřétudier le métabolisme oxydatif sélectif envers CYP2J2, CYP3A5, 
CYP2B6 et CYP2E1. Finalement, nous avons observé du métabolisme dans les 
microsomes de ventricules de cœurs humains pour certains substrats suggérant que les 
MCH sont doués dřune activité oxydative NADPH-dépendante. Dřailleurs, le prochain 
chapitre expose les profils de cinétique enzymatique de lřébastine et de la chlorzoxazone 
dans les microsomes de ventricules de cœurs humains ayant démontrés des activités 
permettant de dériver des paramètres de cinétique enzymatique pertinents et 
représentatifs dans le contexte dřétude du métabolisme extrahépatique. Lesdifférentes 
cinétique enzymatique atypiques observées lors du développement des cocktails a 
facilité la compréhension de celles observées avec certains substrats des CYP450s avec 




 Chapitre 3 – Manuscrit 2 3.
 
Caractérisation des profils métaboliques dans la 
fraction microsomale de ventricules de cœurs humains 







La capacité dřoxydation envers certains substrats-marqueurs des CYP450s dans la 
fraction microsomale isolée de ventricules de cœurs humains observée dans le chapitre 
précédent a contribué à alimenter la perspective dřapprofondir les observations obtenues 
et de caractériser le comportement métabolique sélectif envers certaines isoenzymes 
ciblées par des substrats sélectifs identifiés au chapitre 2 (manuscrit 1). Néanmoins, 
certaines décisions ont dû être prises afin de bien cibler la pertinence de continuer les 
études métaboliques avec les MCH utilisant certains substrats-types. Lřacide 
dodécanoïque, sélectif envers lřisoenzyme CYP4A11, dont lřARNm est hautement 
exprimé dans le cœur humain a dû être abandonné dû à lřabsence complète de formation 
du métabolite hydroxylé en position 12 avec les MCH malgré une sensibilité de 
détection de la méthode analytique par LC/MSMS de lřordre de 4 nanomolaires (0.8 
ng/ml), limite acceptable dans le contexte étudié. Deuxièmement, lřhydroxylation des 
substrats bufuralol et répaglinide avec les MCH nřétait pas suffisamment élevée pour 
poursuivre la caractérisation de leur profil métabolique. Dřailleurs, la majorité des 
activités observées a été obtenue à des concentrations de substrats équivalentes à 3 fois 
leur Km respectif en deçà de quoi aucune activité nřétait observée malgré la sensibilité 
des méthodes analytiques développées. Le présent chapitre cible le profil dřactivité 
enzymatique de 2 substrats sélectifs pour 2 isoenzymes particulières afin dřen extraire 
des valeurs de clairance intrinsèque pouvant être utilisées dans des modèles prédictifs à 
lřéchelle humaine. Ces modèles prédictifs de pharmacocinétique incluant la physiologie 
humaine (physiologically-based pharmacokinetic model :PBPK) utilisnent des données 
obtenues à partir de résultats in vitro extrapolés à lřéchelle humaine.  
 
Les extrapolations de données in vitro (IVIVE : Řin vitro/in vivo extrapolationř) 
regroupent certaines formules mathématiques permettant dřobtenir des valeurs 
représentant la situation physiologique à lřéchelle dřun organe ou tissu complet ou à 
lřéchelle du corps humain. Les constantes obtenues extrapolées à lřéchelle in vivo 




pharmacocinétique du composé et la physiologie du tissu.
413
 Les données in vitro 
deviennent ainsi le fondement des données extrapolées et des prédictions effectuées sur 
la pharmacocinétique dřun composé ou de la contribution dřun organe à la clairance de 
ce composé.
414
 Lřimportance dřestimer de manière précise les constantes de cinétiques 
enzymatiques in vitro est cruciale dans lřétablissement de modèle PBPK. Dřailleurs, il 
existe un manque flagrant de données in vitro sur la cinétique enzymatique de 
médicaments dans des organes extrahépatiques pouvant permettre lřextrapolation des 
valeurs de clairance à lřéchelle in vivo. Bien quřen cinétique conventionnelle le foie régit 
les concentrations plasmatiques, lorsque distribuées dans dřautres organes/tissus, celles-
ci peuvent être contrôlées par des mécanismes enzymatiques et de transports exprimés 
localement. Afin dřen vérifier lřhypothèse au niveau du cœur, nous avons effectué 
certaines extrapolations de clairance associée au ventricule gauche. 
 
Lřobjectif de ce projet était de caractériser les profils dřhydroxylation complets des 
substrats bupropion, chlorzoxazone, ébastine et midazolam avec les MCHs et imputer 
les CYP2B6, 2E1, 2J2 et 3A comme sources enzymatiques responsables de lřactivité 
métabolique observée. Un large intervalle de concentrations des substrats du cocktail #1 
fut incubé avec 18 fractions microsomales isolées de ventricules de cœurs humains.  À 
lřaide dřinhibiteurs chimiques et dřanticorps sélectifs dřisoenzymes lřimputabilité a pu 
être confirmée pour une isoenzyme (CYP2J2) tandis que dřautres recherches seront 
nécessaires pour dřautres (CYP2E1). Un deuxième segment de ce chapitre extrapole les 
données in vitro de capacité métabolique pour les substrats ébastine et chlorzoxazone 
afin dřobtenir des valeurs extrapolées de clairance intrinsèque associée au ventricule 
complet. 
 Statut actuel de du manuscrit 3.1.2
Ce manuscrit est présenté en français et est en cours de traduction pour publication 
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 Introduction  3.3
 
Les médicaments sont distribués par la circulation générale aux différents organes et 
tissus du corps humain.
1
 La circulation coronarienne irrigue les vaisseaux sanguins du 
cœur, soient les artères et veines coronaires. La paroi des vaisseaux sanguins coronariens 
(artères et veines) est tapissée de cellules endothéliales.
2
 La circulation coronarienne 
sřétend à travers le myocarde composé de cardiomyocytes.3 Il existe des échanges 
moléculaires entre la lumière vasculaire et les cardiomyocytes.
4
 Cet échange permettrait 
à des médicaments, distribués par la circulation coronarienne, de pénétrer dans les 
cardiomyocytes.
5
 Dřailleurs, des études suggèrent une distribution locale des 
médicaments dans les cardiomyocytes.
5,6
 Les cellules endothéliales et les 
cardiomyocytes de ventricule de cœurs humains  expriment, au niveau du réticulum 
endoplasmique lisse, différentes quantité et combinaison dřisoenzymes du Cytochrome 
P450 (CYP450).
7-10
 Les médicaments, substrats des isoenzymes du CYP450, pénétrant 
les cardiomyocytes ou les cellules endothéliales pourraient ainsi être transformés 
localement. Ceci suggère quřil existe une capacité dřélimination des médicaments par 
métabolisme dans un organe extrahépatique dû à la présence dřenzymes spécifiques. La 
clairance extrahépatique dans le ventricule de cœurs humains est pertinente afin de 
déterminer son rôle dans le contrôle des concentrations dřun médicament dans les 
cellules cardiaques. Ce phénomène ne peut être observé par des études 
pharmacocinétiques conventionnelles où les concentrations plasmatiques reflètent 
majoritairement la clairance associée au foie, occultant généralement toute participation 
extrahépatique.  
  
La fraction microsomale extraite de ventricules de cœurs humains (MCH) fut démontrée 
capable dřhydroxyler différents médicaments tels que lřébastine, la chlorzoxazone, le 
midazolam, le bupropion, le bufuralol, la tolbutamide et le répaglinide (Chapitre 2). 
Ainsi, lřhydroxylation de ces composés est une réaction catalysée par les CYP450.11 
Tous ces médicaments ont aussi été démontrés sélectifs envers différentes isoenzymes 
des familles 1, 2 et 3 des CYP450. LřARNmessager (ARNm) de différentes isoenzymes 
du CYP450 des familles 1 à 3 est exprimé dans la fraction microsomale des cellules du 




2C9 se localisent dans différentes cellules du cœur humain dont les cardiomyocytes et 
les cellules endothéliales des artères coronaires.
9,13
 Chez lřhumain, le lien en 
lřexpression spécifique de certains CYP450s, tels que le CYP2J2, CYP2C9 et CYP2E1 
et leur activité métabolique relative au niveau des cellules cardiaques nřa jamais été 
corrélée. De plus, à notre connaissance, aucune donnée ne décrit les profils 
enzymatiques complets des substrats ébastine, bupropion, chlorzoxazone et midazolam 
dans les microsomes de cœurs humain ciblant les CYP2J2, 2B6, 2E1 et 3A5.  
 
Lřobjectif de cette étude fût de déterminer la contribution réelle dŘisoenzymes du 
CYP450 ciblées et la clairance de certains de leurs substrats sélectifs. La participation 
dřisoenzymes spécifiques dans lřhydroxylation de substrats sélectifs fût aussi explorée 
par des essais avec des inhibiteurs chimiques dřactivité enzymatique. Finalement,  la 
clairance intrinsèque de différents substrats fût calculée. Les paramètres cinétiques Vmax, 
Km, et CLint furent utilisés comme outil dřextrapolation de clairance métabolique 
cardiaque in vivo et permettre dřavoir un aperçu de la contribution du ventricule gauche 











Lřébastine, lřhydroxyébastine, la carébastine, le désalkylébastine, lřhydroxyébastine-d5, 
la carébastine-d5, le désalkylébastine-d5, le bupropion, lřhydroxybupropion, 
lřhydroxuburopion-d6, le 4-hydroxymidazolam, le 4-hydroxymidazolam-d5 méthanoate 
et le 6-hydroxychlorozoxazone ont été achetés chez Toronto Research Chemicals 
(Toronto, On). Le produit de référence 6-hydroxychlorozoxazone a été acheté chez TLC 
Pharmachem (Vaughan, Ont, Can). Lřalpha-hydroxymidazolam et 
lřalphahydroxymidazolam-d4 ont été achetés chez Cerilliant (Texas, USA). La 
chlorzoxazone, le nicotinamide adénine dinucleotide phosphate (NADPH), le glucose-6-
phosphate, la glucose-6-phosphate déshydrogénase, le diméthyle sulfoxide (DMSO), le 
sodium phosphate dibasique anhydre (Na2HPO4), le trishydroxyméthylaminométhane 
(TRIS), le chlorure de potassium (KCl) et le phenylméthanesulfonyle fluoride (PMSF) 
ont été achetés chez Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Le phosphate de potassium 
monobasique (KH2PO4), lřacétonitrile et le méthanol ont été achetés chez Fisher 
Scientific (Toronto, On). Le chlorure de magnésium a été acheté chez JT Baker 
(Philipsburg, NJ). Lřacide éthylènediaminetétraacétique (EDTA) a été acheté chez 
Bioshop (Burlington, On). Le dithiothréitol (DTT) a été acheté chez Gibco®, Life 
Technologies Ltd. (Eugene, OR). Les Supersomes™ humains du CYP450 (rhCYP450) 
exprimant 2E1 et 2J2 (exprimant la CYP450 réductase et/ou le cytochrome b5) ainsi que 
les anticorps dirigés contre le CYP1A2 et 2E1 humains ont été achetés chez Corning® 
(Tewksbury, MA). Lřanticorps dirigé contre le CYP1A1 (MA1A1) a été acheté chez 
Xenotech, LLC (Kansas, USA). 
 
Tissue de cœurs humains. Les échantillons de tissus provenant de cœurs explantés de 
patients ont été obtenus par le Réseau dřÉchange de Tissus et dřÉchantillons 
Biologiques (RETEB), de lřInstitut de Cardiologie de Montréal, Montréal, Québec. Un 
formulaire de consentement était préalablement signé par les patients avant la 
transplantation et lřutilisation des tissus humains. Ce projet de recherche était approuvé 




Montréal. Immédiatement après la transplantation, le cœur explanté était immergé dans 
un tampon froid rapidement installé sur une circulation extracorporelle et perfusé 
pendant 10 minutes avec le même tampon. Des échantillons de ventricules gauches et 
droits étaient prélevés (5-20 g) en coupant des morceaux au-dessus de lřapex en évitant 
les cicatrices dřischémie. Ces échantillons de tissus étaient immédiatement congelés 
dans lřazote liquide. Avant dřêtre utilisés, les tissus de ventricules étaient dégelés sur 
glace afin de préparer la fraction microsomale (MCH).  
 
Isolation des microsomes de cœurs humains. La préparation des cœurs humains a été 




Quantification des protéines des MCH.  
La quantification des protéines dans la fraction microsomale a été effectuée selon le 
protocole standard du fournisseur Pierce® BCA Protein Assay Kit. 
 
Préparation des solutions concentrée. Les solutions concentrées pour tous les substrats 
utilisés ont été préparées soit dans de lřeau ou des solvants organiques afin dřobtenir une 
solubilité et stabilité optimale tout en gardant le plus faible pourcentage possible de 
phase organique dans lřincubation, établit à 0,5% maximum. Lřébastine, le midazolam et 
la chlorzoxazone ont été solubilisés dans du méthanol où 2,5 µl, contenant les trois 
substrats, étaient utilisés par incubation. Le bupropion était dissout dans 0.1 N HCl (10 
µl / incubation). Lřébastine, la chlorzoxazone et le midazolam ont été préparés à 500 
µM, 200 mM and 3 mM, respectivement. Des dilutions en série ont été effectuées pour 
chacun des substrats pour atteindre des concentrations finales dans les incubations 
sřétendant de 0.15 à 5 fois leur Km respectif (ebastine = 0.5 µM, bupropion = 155 µM, 
repaglinide = 3.4 µM, bufuralol = 10 µM, ethoxyresorufin = 1 µM, midazolam = 3 µM, 
tolbutamide = 105 µM, chlorzoxazone = 200 µM, dodecanoic acid = 5 µM). 
 
Incubations en fonction de la quantité et du temps d’incubation dans les MCH.  
Les microsomes de cœurs humains étaient dégelés sur glace. Les incubations étaient 




Les expériences en fonction du temps dřincubation étaient effectuées en mélangeant le 
tampon (100 mM PO4) et les substrats du cocktail#1. La pré-incubation de 10 minutes 
effectuée dans un agitateur réglé à 300 rpm à 37°C débutait par lřajout de 100 µL du 
système régénérateur NADPH conservé sur glace. Ce système contenait du β-
nicotinamide-adénine dinucléotide phosphate (sous sa forme oxydée β-NADP+; 1.3 
mM/incubation), du D-glucose 6-phosphate (3.3 mM/incubation) dissout dans une 
solution de MgCl2 à 25 mM dans laquelle la glucose-6-phosphate déshydrogénase de 
Type VII (0.20 U/incubation) était fraîchement ajoutée. Lřincubation débutait ensuite 
par lřajout des MCH (150 µL). Les incubations étaient arrêtées après 40 ou 60 minutes 
dřincubations avec 1 ml de méthanol froid contenant les standards internes (SI). Après 
10 minutes de repos sur glace, les échantillons étaient centrifugés à 13 000 rpm pendant 
10 minutes. Une portion du surnageant était injectée directement dans le LC-MSMS. 
Lřexcédent était congelé à -20°C.  
 
Le protocole pour les conditions de linéarité en fonction de la quantité de protéines et du 
temps dřincubation. Un changement dans la quantité de protéines et le temps 
dřincubation. Au moment dřajouter les MCH, différentes concentrations de protéines 
étaient ajoutées (variant de 0,51 à 1,53 mg/mL). Les incubations duraient 60 minutes 
avant dřêtre arrêtées avec le méthanol froid (contenant le standard interne). 
 
Incubation des contrôles.  
Trois types dřincubations contrôles ont été effectués; 1) sans système régénérateur 
NADPH (remplacé par du MgCl2), 2) sans substrat (remplacé par le solvant de 
dissolution), 3) sans microsome (remplacé par le tampon dřisolation de microsomes, 100 
mM KH2PO4 / 150 mM KCl / 1mM EDTA). La technique dřincubation était identique à 
celle mentionnée ci-haut. Les volumes de tampon de remplacement utilisés avaient le 
même volume que le réactif prévu pour une incubation totale de 500 µl.  
 
Cinétiques enzymatiques dans les MCH et le cocktail #1.  
La méthode dřincubation pour étudier la cinétique enzymatique dans les MCH était 




et le temps dřincubation étaient différents. Pour ces essais, le volume de MCH variait de 
31,5 à 74,5 µL (~0,6 mg/mL / incubation) et le temps dřincubation était de 40 ou 45 
minutes.  
 
Essais d’inhibition, d’immunoinhibition et de chauffage avec les MCH.  
La méthode dřincubation pour effectuer les essaies dřinhibition possédait une étape 
supplémentaire. Toutes les incubations étaient effectuées dans un volume total de 500 µl 
en triplicata dans un agitateur réglé à 300 rpm à 37°C. Les inhibitions effectuées avec 
des médicaments inhibiteurs étaient préalablement préparées à température pièce en 
mélangeant le tampon dřincubation (100 mM PO4) avec un volume variant de 2,5 à 10 
µl, dépendamment du solvant de dissolution de lřinhibiteur à lřétude. La pré-pré-
incubation débutait avec lřajout des MCH ou des rhCYP450 (2J2 ou 2E1) pour une 
durée de 10 minutes suivit de lřajout de 100 µl du système régénérateur NADPH (pré-
incubation, 10 minutes). Lřincubation était ensuite débutée par lřajout du substrat 
(ébastine ou chlorzoxazone) pour une durée variant de 30 à 40 minutes. Lřincubation 
était ensuite terminée par lřajout de méthanol (contenant le standard interne) et la 
centrifugation à 13 000 rpm pour permettre la précipitation de protéine et récolter le 
surnageant.  
 
Les essais dřimmunoinhibition effectuées avec les anticorps dirigés contre les CYP450 
humain étaient exécutés de la même méthode à lřexception de lřétape initiale de pré-pré-
incubation où lřanticorps était incubé avec la source enzymatique (rhCYP450 ou MCH) 
sur glace entre 5 à 20 minutes selon les instructions du fournisseur.  
 
Analyses des données et statistique. 
Toutes les incubations ont été effectuées en triplicata et la vitesse de formation des 
métabolites a été calculée en divisant la concentration de métabolites obtenue par le 
temps dřincubation (minute) et par la quantité de protéines microsomales utilisée (mg). 
Tous les graphiques ont été tracés, modélisés et analysés avec GraphPad Prism version 





Tous les points sont exprimés par la moyenne ± écart-type (ET). Les paramètres Km et 
Vmax ont été obtenus suite à la modélisation des points de chaque courbe cinétique tracée 
avec des modèles de régressions non linéaires appropriés (Michaelis-Menten, Inhibition 
par le substrat ou Allostérique/Sigmoïdal).  
 
La clairance intrinsèque a été calculée avec lřéquation :  
 
       




Un intervalle de confiance à 95% a été calculé selon lřéquation dřintervalle de confiance 




Extrapolation In vitro/In vivo. 
Lřextrapolation de la clairance intrinsèque in vitro obtenue dans les MCH (CLint,MCH) a 
été extrapolée à la clairance intrinsèque in vivo du ventricule (CLint,vg) complet par 
lřéquation sous-jacente qui a été adaptée de lřéquation utilisée dans le foie ou le facteur 
A MPPGL qui représente la quantité de protéine microsomale par gramme de foie a été 
substituée par le MPPGLV (microsomal protein per gram of left ventricle) qui 
représente la quantité de protéines microsomales dans le ventricule gauche. Le facteur B 
qui correspond au poids du foie a aussi été substitué pour le poids du ventricule gauche, 
Cette donnée était non disponible dans nos échantillons, nous avons donc pris une 









Le facteur A (MPPGLV) est différent pour chaque échantillon et a été obtenu selon 
lřéquation 2;  
MPPGLV = quantité de protéine des MCH * volume de reconstitution du culot après 
extraction des MCH / poids du tissu utilisé pour l’isolation des MCH.  









 Résultats  3.5
Influence de la quantité de protéines microsomales et du temps sur l’activité 
enzymatique des substrats du cocktail #1 dans les microsomes de cœurs humains.  
La figure 1 (A à H) présente les courbes de formation de métabolites en fonction de 
différents temps dřincubation ou de quantités de protéines microsomales dont la pente 
représente la vitesse de formation du substrat dans les MCH. La vitesse de réaction 
dřhydroxylation de tous les substrats du cocktail 1 soit lřébastine, la chlorzoxazone, et le 
midazolam est linéaire (r
2
>0,96) pour différentes quantité de protéines microsomales 
variant de 0.2545 à 0.7635 mg (Figures 1A, 1C, 1G). La vitesse dřhydroxylation du 
bupropion dans les MCH fût linéaire (r
2
=0,99) pour des quantités de protéines variant de 
0.2545 mg à 0.509 mg par incubation (Figure 1E). La vitesse de formation des 
métabolites hydroxylés dans les MCH suite à des incubations avec le cocktail #1 reste 
constante (r
2=0,99) jusquřà 60 minutes dřincubation pour les substrats ébastine et 
chlorzoxazone (Figure 1B et 1D). La vitesse de formation de lřhydroxybupropion et de 
lřα-hydroxymidazolam est non constante jusquřà 60 minutes dřincubation à 37°C 
(Figure 1F et 1H). 
Les essais de cinétiques enzymatiques ont été effectués avec des quantités de protéines 
et des temps dřincubation se situant dans la zone de linéarité assurant une vitesse de 
formation constante.  
 
Évaluation du profil enzymatique d’hydroxylation des substrats ébastine, 
chlorzoxazone, bupropion et midazolam incubés ensembles (cocktail #1) dans les 
microsomes de ventricules de cœurs humains (MCH).  
Hydroxylation de l’ébastine. La caractérisation du profil dřhydroxylation du substrat 
marqueur de lřisoenzyme CYP2J2 ébastine dans les MCH a été effectuée en incubant 
lřébastine avec le cocktail #1 à différentes concentration en triplicata [0,75 à 2,5 µM] 
dans la fraction microsomale (~0.68 mg/mL) de 18 échantillons de cœurs explantés 
(MCH) avec un système régénérateur de NADPH. La figure 2A présente la moyenne de 
toutes les courbes de chaque échantillon (n=18) selon le modèle Michaelis-Menten. La 
table 1 présente les données de cinétiques enzymatiques (Km, Vmax et CLint) 




explantés. Le K et Vmax étaient de 0,21 ± 0,15 µM  et de 2,9 ± 2,8 pmoles 
dřhydroxyébastine / min / mg de protéines, respectivement. La clairance intrinsèque 
moyenne calculée était de 15 µl /min / mg de protéines. Les concentrations incubées 
dřébastine en haut de 1 µM ont créée des courbes de cinétique enzymatique représentées 
par lřéquation dřinhibition par le substrat suggérant que la cinétique enzymatique 
dřhydroxylation de lřébastine dans les MCH arrive à saturation environ à 1 µM 
dřébastine. Une analyse plus poussée de la courbe a été effectuée afin dřévaluer le 
nombre de composantes enzymatiques impliquées dans lřhydroxylation de lřébastine 
dans les MCH. La transformation des données selon le modèle Eadie-Hofstee (avec au 
moins 4 concentrations) a été effectuée. La figure 2B représente la transformation des 
données de la figure 2A selon le modèle Eadie-Hostee. Les points des concentrations 1, 
1,5 et 2,5 µM ont été retirés afin de ne pas interférer dans la modélisation de la droite. 
Lřobtention dřune droite suivant le retrait de ces points suggère quřune seule 
composante enzymatique soit responsable de lřhydroxylation de lřébastine dans les 
MCH. La dernière colonne de la table 1 représente la clairance intrinsèque extrapolée 
des courbes Eadie-Hofstee pour chacun des 18 échantillons. Ce phénomène est 
corroboré par la similarité des valeurs de CLint extrapolées (table 1, colonne 6) versus 
celles calculées à partir des Km et Vmax obtenues (table 1, colonne 5)  
 
Hydroxylation de la chlorzoxazone. Lřévaluation du profil dřhydroxylation du substrat 
chlorzoxazone dans les MCH a été obtenue par des incubations avec le cocktail #1 à 
différentes concentration de chlorzoxazone en triplicata [30 à 1000 µM] dans les mêmes 
échantillons mentionnés plus haut. La figure 3A illustre la moyenne des courbes ajustées 
selon lřéquation Michaelis-Menten dřhydroxylation de la chlorzoxazone dans les MCH 
(n=16). La table 2, section de gauche, présente les paramètres Km, Vmax et CLint 
dřhydroxylation de la chlorzoxazone de 16 échantillons de cœurs humains explantés. Le 
Km et Vmax moyens étaient de 4086 ± 4084 µM et de 52 ± 61 pmoles dřhydroxyébastine / 
min / mg de protéines, respectivement. La clairance intrinsèque moyenne calculée 
équivaut à 14 ± 8 nl /min / mg de protéines, soit 1000 fois moins que la CLint dřébastine 
dans les MCH. Les valeurs obtenues sont imprécises compte tenu dřune absence de 




solvant. La seconde analyse des données avec le modèle Eadie-Hofstee suggère la 
présence dřune deuxième composante enzymatique. La table 2 présente les paramètres 
cinétiques des deux composantes enzymatiques. La première composante est 
caractérisée par un plus grand Km et une vélocité maximale moyenne plus petite (Km = 
352 µM, Vmax = 6,4 pmoles dřOHCZX / min / mg protéines) que la deuxième (Km = 
3749 µM, Vmax = 38,4 pmoles dřOHCZX / min / mg protéines). La CLint moyenne de la 
première composante dřhydroxylation de la chlorzoxazone dans les MCH est environ 
deux fois plus grande que la seconde.  
 
Hydroxylation du midazolam. Le midazolam a été incubé avec le cocktail #1 dans les 
microsomes des 18 ventricules de cœurs humains. Lřhydroxylation du midazolam en 
alpha-hydroxymidazolam était indétectable dans les 18 échantillons. La formation de 4-
hydroxylation fût détectée dans un échantillon où lřactivité NADPH-dépendante 
(midazolam = 5µM) était plus grande que la limite de détection mais moindre que le 
contrôle effectué sans NADPH (Figure 1A supplémentaire). Lřactivité observée est de 
lřordre du femtomole (1-15). Aucune estimation exacte de la cinétique enzymatique nřa 
pu être extrapolée avec les données obtenues. 
 
Hydroxylation du bupropion. Deux des 18 échantillons de MCH testés ont démontré 
une activité NADPH-dépendante dřhydroxylation du bupropion à la concentration 
maximale incubée (775 µM) dřenviron 0,025 pmoles dřhydroxybupropion / min / mg 
protéines (Figure 1B supplémentaire). Une activité moindre mais quantifiable a été 
détecté dans les contrôles sans NADPH. Aucune estimation exacte de la cinétique 
enzymatique nřa pu être extrapolée avec les données obtenues.  
 
Évaluation de l’inhibition avec anticorps et inhibiteurs chimiques sur 
l’hydroxylation des substrats du cocktail #1 dans les MCH. 
Ébastine. Parmi les inhibiteurs utilisés le N-octylamine, le SKF525 et la métyrapone 
seul le SKF525 a inhibé, à plus de 40%, lřhydroxylation du substrat ébastine dans la 
fraction microsomale de ventricule de cœurs humains (MCH). (Figure 4A). Des résultats 




dřincubation dans les Supersomes™ exprimant lřisoenzyme humaine rhCYP2J2. Une 
inhibition du métabolisme de lřébastine par la N-octylamine a été observée que dans les 
HLM (Figure 4A). Le méthimazole, inhibiteur non sélectifs des FMOs, nřa pas engendré 
dřinhibition du métabolisme de lřébastine dans les rhCYP2J2, MCH et HLM. Le 
chauffage des différentes matrices enzymatiques (rhCYP2J2, MCH et HLM) à 60°C, 10 
minutes avant lřincubation, a complètement inhibé lřhydroxylation du substrat ébastine 
dans chacune des matrices (Figure 4B). Lřutilisation dřun anticorps sélectif envers 
lřisoenzyme CYP2J2 (gracieuseté du Dr. Darryl C. Zeldin, M.D., NIH) a engendré une 
diminution dřhydroxylation de lřébastine dans les MCH et rhCYP2J2 de 9% et de 30%, 
respectivement (Figure 4C). Finalement, lřinhibition de lřhydroxylation du substrat 
ébastine a été abolie à plus de 90% dans les MCH de façon concentration-dépendante 
par les substrats compétitifs astémizole (IC50,MCH= 20µM) et terfénadine (IC50, MCH= 
12µM) (Figure 4D et 4E). Les mêmes essais avec les rhCYP2J2 ont confirmé le 
potentiel dřinhibition de lřastémizole et de la terfénadine.  
 
Chlorzoxazone. Lřhydroxylation de la chlorzoxazone avec les rhCYP2E1 a été inhibée 
de façon significative par les inhibiteurs non sélectifs des CYP450s; métyrapone (50%) 
et N-octylamine (75%), ainsi que par lřanticorps sélectif envers la protéine CYP2E1 
humaine (50%) et le 4-méthylpyrazole, inhibiteur sélectif des CYP2E1 (84%). 
Lřinhibiteur non sélectif des CYP450 SKS525 nřa pas inhibé de manière significative 
lřhydroxylation de la chlorzoxazone dans les MCH (Figure 5A). Les MCH chauffés à 
60°C et 90°C dřun échantillon humain, dřune durée de 10 minutes avant incubation nřa 
pas inhibé lřhydroxylation du substrat chlorzoxazone comparativement à lřactivité 
obtenu à 37°C (Figure 5B). Lřanticorps ciblant lřactivité de lřisoenzyme humaine 
CYP2E1 incubé dans 5 cœurs différents nřa pas inhibé lřhydroxylation de la 
chlorzoxazone à lřexception dřun cœur à environ 60% (Figure 5C). Ce même cœur 
incubé avec un anticorps inhibant lřactivité de lřisoenzyme humaine CYP1A1 a permis 
de diminuer lřhydroxylation de la chlorzoxazone à plus de 85% (Figure 5D) tandis que 
lřinhibiteur anti-CYP1A2 nřa eu aucun impact sur le métabolisme de la chlorzoxazone 
(Figure 5E). La N-octylamine, inhibiteur non sélectif des CYP450s, a permis une 




testés (Figure 5 F). Ce résultat est associé à lřexcès (> 0,5%) de solvant utilisé dans 
lřincubation confirmant la sensibilité du métabolisme de la chlorzoxazone aux solvants 
organiques dans les MCH (Figure G). Lřinhibiteur non sélectif des CYP450s, SKF525 
(100 µM) dissout dans lřeau, a inhibé à plus de 60% lřhydroxylation de la chlorzoxazone 
dans un échantillon de cœur humain (Figure 5H). Finalement, lřutilisation de lřinhibiteur 
chimique 4-méthylpyrazole, sélectif contre le CYP2E1, a inhibé de façon très variable 
lřhydroxylation de la chlorzoxazone dans 8 cœurs différents (0 à 60 %) (Figure 5I). 
 
Extrapolation In vitro/In vivo : prédiction mécanistique de la clairance intrinsèque 
du ventricule de cœurs humains à partir de la clairance intrinsèque des MCH de 
l’ébastine et de la chlorzoxazone.  
 
Les tables 3A et B présentent lřextrapolation de la clairance intrinsèque in vivo du 
ventricule gauche (CLint,vg) du substrat ébastine et chlorzoxazone à partir de la clairance 
intrinsèque in vitro calculée dans les MCH.  
 
La clairance intrinsèque de lřhydroxylation de lřébastine extrapolée à lřéchelle du 
ventricule gauche varie de 2,6 à 56,3 ml/min ( ̅ 16,7 ± 14,2) chez les 18 échantillons de 
cœurs testés (Table 3A).  
 
Dans les HLM, les essais in vitro obtenus démontrent que le substrat ébastine suit une 
cinétique à deux composantes enzymatiques (Figure supplémentaire 2A et 2B). La 
représentation graphique Eadie-Hofstee a permis de calculer deux clairances 
intrinsèques associées à lřhydroxylation de lřébastine dans un pool commercial de HLM 
(composante 1; 132 µL/min/mg de protéines, composante 2; 24 µL/min/mg de protéines. 
Les deux composantes enzymatiques extrapolées à lřéchelle in vivo du foie sont de 7207 
ml/min et 1310 ml/min pour les deux composantes respectives (Table 3A). Les données 
obtenues estiment la contribution de la voie métabolique dřhydroxylation de lřébastine 
par le ventricule gauche à 0.23% et 1,27% des composantes 1 et 2 du foie humain. La 
contribution du ventricule gauche humain à la clairance totale du substrat ébastine 




pharmacocinétique-physiologique afin dřestimer les variations de concentrations locales 
selon la clairance extrapolée du ventricule gauche. 
 
La table 3B présente les prédictions de clairances intrinsèques associée à lřhydroxylation 
de la chlorzoxazone. La clairance intrinsèque dřhydroxylation de la chlorzoxazone pour 
le ventricule gauche humain extrapolée à lřéchelle in vivo varie de 0,007 à 0,052 ml/min 
( ̅ 0,022 ± 0,012) soit environ 4000 fois plus petite que celle extrapolée pour le foie 
humain étant de 2020 ml/min. Malgré que lřhydroxylation de la chlorzoxazone dans les 
MCH est NADPH-dépendante, la contribution du ventricule au niveau de la clairance 
locale de la chlorzoxazone est faible, voire négligeable. Lřextrapolation de la CLint,vg à 
partir du systèmes dřenzyme recombinant nřa pu être effectuée compte tenu que 
lřabondance (pmole / mg de protéine) du CYP2J2 et CYP2E1 dans le ventricule de cœur 





Lřobjectif de ce projet était de caractériser le profil dřactivité complet médié par les 
isoenzymes CYP2J2, 2E1, 2B6 et 3A5 préalablement démontrées comme étant être 
exprimées et actives dans le tissu ventriculaire cardiaque à lřaide de substrats sélectifs 
envers chacune dřelles.12 Les résultats obtenus démontrent que la fraction microsomale 
du tissu ventriculaire cardiaque humain (MCH) est dotée, de façon variable, dřune 
activité enzymatique dřhydroxylation envers les substrats ébastine et  chlorzoxazone. Le 
profil dřhydroxylation du substrat ébastine dans les MCH est saturable, NADPH-
dépendant, sensible à la chaleur et inhibé de façon compétitive par les deux substrats 
marqueurs de lřisoenzyme CYP2J2 astémizole18 et terfénadine19,20 suggérant la 
contribution majoritaire de lřisoenzyme CYP2J2. La formation du métabolite 6ř-
hydroxychlorzoxazone dans les MCH est un processus NADPH-dépendant, non-saturé, 
résistant à la chaleur impliquant au moins deux sources (composantes) enzymatiques 
avec des paramètres de cinétiques enzymatiques différents. Nos résultats suggèrent que 
la composante avec la plus grande capacité métabolique (CLint,MCH) serait attribuable au 
CYP2E1. Par contre, aucun essai dřinhibition effectué avec des chimiques ou des 
anticorps nřa pu être imputé au CYP2E1. Quant aux substrats bupropion et midazolam, 
ils sont hydroxylés par un mécanisme enzymatique NADPH-dépendant et indépendant. 
Lřactivité métabolique observée est très faible de 10 à 100 fois moins active 
comparativement aux substrats ébastine et chlorzoxazone limitant lřobtention de 
paramètres décrivant une cinétique enzymatique complète. De plus, le comportement 
enzymatique microsomal envers le bupropion et le midazolam nřa pas pu être attribué au 
CYP2B6 ou 3A5, respectivement ciblés par ces substrats. Aucune conclusion nřest 
obtenue quant à la source enzymatique responsable de leur hydroxylation et davantage 
de recherches devront être effectuées afin dřobtenir un profil complet des enzymes 
responsables du métabolisme de ces substrats dans les MCH.   
 
Le cocktail #1 a permis dřexplorer lřactivité de 4 substrats co-incubés dans 18 
échantillons différents de cœurs humains permettant dřoptimiser la quantité de données 
obtenues avec des tissus inaccessibles ou disponibles quřen quantités limitées tel que le 




dans les MCH est saturable et suit une cinétique Michaels-Menten jusquřà une 
concentration de 1 µM (469 ng/mL) à partir de laquelle lřaspect de la courbe se modifie 
selon le modèle dřinhibition par le substratř. Les concentrations moyennes plasmatiques 
de lřébastine chez la personne en bonne santé sont dřenviron 0.023 µM (10,7 ng/mL)21 
pouvant atteindre des maximum à 0,07 µM (32 ng /mL).
22
 Lřétendue des concentrations 
utilisées se rapprochent des concentrations observées en clinique (0,075 à 2,5 µM). La 
plus faible concentration dřébastine incubée (0,075 µM) donne une quantité de 
métabolites formés au minimum 7 fois plus élevée que la limite de quantification par 
LC-MSMS. La technique analytique ne limiterait donc pas lřanalyse dřincubations 
effectuées à des concentrations retrouvées en clinique 2 fois moins grandes.  
 
La capacité enzymatique envers lřébastine à des concentrations se rapprochant de celles 
observées dans le plasma confirme la participation possible à lřélimination locale du 
substrat ébastine au niveau cardiaque. Le Km moyen obtenu avec les MCH était de  0,21 
± 0,15 µM, CV = 71% avec une vitesse catalytique moyenne de 2,9 ± 2,7 pmol/min/mg 
de protéines (CV = 94%) y découlant une clairance intrinsèque microsomale hautement 
efficace (CLint = 15 ± 10 µL/min/mg de protéines, CV= 69%) du même ordre que celle 
obtenue dans un pool de microsomes de foies humains (CLint = 26,2 µL/min/mg de 
protéines). La très grande variabilité observée pour chacun des paramètres cinétiques 
démontrent que la capacité enzymatique envers le substrat ébastine, marqueur du 
CYP2J2, est régulée différemment pour chacun des individus. Des facteurs intrinsèques 
ou extrinsèques peuvent moduler lřexpression ou lřactivité du processus enzymatique 
dépendant du CYP2J2 localement dans le cœur humain suggérant que la clairance de 
molécule endogènes circulantes localement et métabolisées par le CYP2J2 serait elle 
aussi sujette à une variabilité interindividuelle tel quřobservée dans le foie.23  
 
Les paramètres cinétiques Km, Vmax et CLint dérivés des profils de formation de 
lřhydroxychlorzoxazone dans les MCH modélisés par lřéquation Michaelis-Menten 
suggèrent un processus métabolique hautement variable avec une Km dřenviron 4086 
µM, CV = 100% (suggérant une faible affinité) et un Vmax dřenviron 52 pmol/min/mg de 




(CLint ~13,8 nl/min/mg de protéines, CV = 61%) combinée à la très grande 
concentration de substrat étant nécessaire pour atteindre la vitesse maximale 
dřhydroxylation (> 1000 µM) exprime un rendement catalytique inefficace. Dřailleurs, 
une concentration moyenne dans le plasma humain équivalente à la constante dřaffinité 
de 3701 µM (628 µg/ml) ne serait jamais atteinte chez lřhumain considérant que le Cmax 
dřune dose moyenne de 400 mg est 44 µM (7.15 µg/ml).24 Il serait très difficile 
dřatteindre une saturation enzymatique des processus métaboliques impliqués dans 
lřhydroxylation de la chlorzoxazone dans les MCH pour cause de sa solubilité.   
 
Lřincapacité dřatteindre la saturation enzymatique suggère lřimplication de plusieurs 
composantes enzymatiques lors de la transformation des données selon le modèle Eadie-
Hofstee. Ce modèle est parfois utilisé à des fins dřobservation de composantes 
enzymatiques. Lřanalyse des résultats obtenus pour la chlorzoxazone suggère quřau 
moins deux différentes composantes cinétiques sont impliquées dans lřhydroxylation de 
la chlorzoxazone.
25-28
 Nous avons conséquemment à la première analyse transformée les 
données obtenues avec le modèle Eadie-Hofstee. Lřanalyse illustre clairement une 
cinétique à au moins deux composantes enzymatiques dont la première est présente une 
vélocité maximale moyenne dřenviron 6,4 pmol/min/mg de protéines (CV = 122%) et un 
Km dřenviron 352 µM (CV = 131%) engendrant naturellement une clairance intrinsèque 
plus grande (CLint ~42 nl/min/mg de protéines, CV = 65%). La deuxième composante, à 
lřinverse de la première sřillustre avec une vélocité maximale moyenne supérieure (Vmax 
~38 pmol/min/mg de protéines, CV = 69%) jumelée à un Km plus élevé (Km ~ 3749 µM, 
CV = 86%) générant une clairance intrinsèque deux fois plus petite et similaire à celle 
estimée par le modèle Michaelis-Menten (CLint ~ 14,1 nl/min/mg de protéines, CV = 
67%). Lřusage du modèle Eadie-Hofstee est approprié pour expliquer une activité 
enzymatique non saturée par le modèle Michaelis-Menten tel quřobtenue avec le substrat 
chlorzoxazone. La première composante enzymatique suggère un processus dérivé de 
lřisoenzyme CYP2E1 compte tenu que le Km (352 µM) est du même ordre que celui 
obtenu dans les rhCYP2E1 (Km = 212 µM) (Chapitre 2). Il fût démontré que 
lřhydroxylation de la chlorzoxazone variait aussi dans les microsomes de cerveau. 29 En 




petite que dans le cœur (Vélocitécerveau = 0,083
29
 versus Vélocitécoeur 67 pmoles 
dřOHCZX / min / mg protéines) après une incubation de chlorzoxazone dřenviron 500 
µM avec un système régénérateur NADPH. La source enzymatique du métabolisme de 
la chlorzoxazone dans le cerveau a été démontrée être majoritairement provenir de 
lřisoenzyme CYP2E1 suite à un test dřinhibition avec un anticorps dirigé contre celle-
ci.
29
 Il nřest pas inexact de penser que cette inhibition aurait pu être différente avec un 
échantillon plus large tel quřobservé dans notre étude. La présence dřautres composantes 
enzymatiques empêche dřobtenir des détails sur le profil associé à lřisoenzyme CYP2E1 
(composante 1). Des études futures seraient nécessaires afin de déterminer les enzymes 
responsables de chacune de composantes enzymatiques impliquées dans la formation 
dřhydroxychlorzoxazone. 
 
Lřétude des réactions dřhydroxylation de substrats sélectifs envers des isoenzymes du 
CYP450 reconnus être exprimées dans les MCH était ciblée pour caractériser leur 
implication métabolique (ébastine Ŕ CYP2J2, chlorzoxazone Ŕ CYP2E1, bupropion Ŕ 
CYP2B6 et midazolam Ŕ CYP3A5). Selon nos résultats, il est possible de suggérer que 
certains groupes dřenzymes sont plus susceptibles dřêtre impliqués que dřautres dans 
lřhydroxylation des substrats utilisés. Lřactivité NADPH-dépendante observée pour tous 
les substrats dans la fraction sous-cellulaire microsomale suggère que la source 
enzymatique pourrait provenir de la famille des enzymes CYP450s et/ou FMOs.
30,31
 Le 
complexe enzymatique CYP450 regroupe lřenzyme CYP450 et la co-enzyme CYP450 
réductase composée de deux domaines (FAD et FMN) autour desquelles gravitent les 
cofacteurs NADPH et le dioxygène.
32
 Le cofacteur NADPH est réduit par la CYP450 
réductase permettant le transfert dřun électron de la CYP450 réductase à lřisoenzyme 
CYP450.
32
 De la même manière, les flavines monooxygénase (FMO) sont aussi dotées 
dřune capacité oxydoréductrice de par la coopération de leur coenzyme associée 
lřoxydoréducteur FAD (flavine adénine dinucléotide) et se retrouvent, elles aussi, 
ancrées à la membrane lipidique du réticulum endoplasmique.
33
 En plus de la 
dépendance au cofacteur NADPH, les métabolites formés sont caractéristique dřune 





Lřébastine nřest pas métabolisé par les FMO et lřhydroxylation de lřhydrocarbure (CH) 
en position 6 de la chlorzoxazone est un type de réaction chimique caractéristique des 
CYP450 tandis que les FMO sont plus enclines à catalyser une N-, S- ou P-
oxydation.
11,34
 Un autre moyen simple pour discerner entre les FMO ou les CYP450 est 
lřutilisation dřun inhibiteur sélectif des FMO, le méthimazole.33 Compte tenu quřaucune 
inhibition dřactivité dans les MCH nřa été observée avec cet inhibiteur, lřimplication des 
FMO dans lřhydroxylation de la chlorzoxazone ou de lřébastine peut être écartée. 
Dřautres enzymes sont capables de réactions oxydatives telles que les monoamines 
oxydases (MAO), les déshydrogénases (DHO) et les xanthines oxydases (XO).
7,35
 Leur 
implication dans le métabolisme des substrats utilisés est exclue car ces systèmes se 
situent dans le cytosol ou dans la membrane des mitochondries et non dans la fraction 
microsomale utilisée. Les enzymes de la famille des aldo-kéto réductases (AKR) ont une 
capacité oxydoréductrice préférant le NADPH comme cofacteur dont les sous-familles 





La cinétique dřhydroxylation de lřébastine par les MCH selon le modèle Eadie-Hosftee 
suggère lřimplication dřune seule composante enzymatique. Dřailleurs, les expériences 
dřinhibition ont permis de proposer que la composante enzymatique est lřisoenzyme 
CYP2J2. Tout dřabord, lřajout de 100 µM de SKF-525, inhibiteur non sélectif pour les 
CYP450s, a permis de diminuer la formation dřhydroxyébastine de 40% de façon 
similaire à lřinhibition de 54% observée dans un pool de microsomes de foie humain. 
Les essais de chauffage des microsomes à 60°C ayant complètement abolie la formation 
du métabolite hydroxylé de lřébastine suggèrent une source enzymatique inactivée par la 
chaleur.
37
 Finalement, la terfénadine
20,38
 et lřastémizole18 deux substrats sélectifs de 
lřisoenzyme CYP2J2 ont été utilisés comme inhibiteurs compétitifs de lřhydroxylation 
de lřébastine. Les essais dřinhibition dřIC50 avec la terfénadine et lřastémizole ont réduit 
à moins de 10% lřactivité résiduelle à des concentrations de 50 µM et 100 µM, 
respectivement. La concentration nécessaire de chacun pour inhiber 50% la formation 
dřhydroxyébastine fût de 12 µM (IC50 terfénadine) et de 20 µM (IC50 astémizole). Ces 




substrat ébastine, marqueur du CYP2J2. Pour la première fois lřassociation entre le 
métabolisme oxydatif du substrat ébastine par la fraction microsomale du ventricule de 
cœurs humains et lřisoenzyme CYP2J2 est établie.  
 
La participation de lřisoenzyme CYP2E1 dans lřhydroxylation de la chlorzoxazone dans 
les MCH fût moins concluante. Nous avons préalablement établit que dřautres isoformes 
ont la capacité dřhydroxyler la chlorzoxazone dont le CYP1A1 et CYP1A2 à plus de 
42% et 16 % malgré le fait que la chlorzoxazone est reconnue depuis plus de 25 ans 
comme un substrat sélectif du CYP2E1.
39-41
 Nous avons aussi démontré que 
lřARNmessager de cette isoenzyme se retrouve de façon variable dans les microsomes 
de tissu ventriculaire cardiaque humain.
12
 Afin de déterminer lřimplication des 
différentes isoenzymes, lřajout de lřinhibiteur sélectif envers lřisoenzyme CYP2E1, le 4-
méthylpyrazole
42, nřa pas engendré dřinhibition de lřactivité enzymatique pour 7 
différents échantillons mis à part pour un échantillon où celle-ci a diminué dřenviron 
60%. Pour ce même échantillon, des incubations avec un anticorps dirigée contre 
lřisoenzyme CYP1A1 a diminuée lřhydroxylation de la chlorzoxazone de 15% tandis 
quřaucune inhibition par lřanticorps CYP1A2 chez un autre individu nřa pas été 
observée. Le chauffage des microsomes à 60°C et 90°C, 10 minutes avant lřincubation 
nřa pas permis dřinactiver lřactivité enzymatique dřhydroxylation de la chlorzoxazone 
dans les MCH. Ces résultats ne permettent pas dřétablir hors de tout doute la 
contribution de lřisoenzyme CYP2E1, 1A1 ou 1A2 dans lřhydroxylation de la 
chlorzoxazone par la fraction microsomale ventriculaire cardiaque humaine. Par contre, 
la réaction enzymatique reste un processus enzymatique NADPH dépendant suggérant la 
participation dřautres enzymes dotées dřune capacité dřhydroxylation NADPH-
dépendante et insensible à la chaleur. Des études plus approfondies seraient nécessaires 
afin de sřassurer de la contribution relative des enzymes impliquées. Un défi de taille 
compte tenu de la très grande variabilité interindividuelle que démontre le profil 
dřhydroxylation atypique de la chlorzoxazone entre différents les patients.  
 
Finalement, les données de clairance intrinsèque dřhydroxylation du substrat ébastine et 




clairance intrinsèque ventriculaire gauche (CLint,vg).
43
 La CLint,vg a été comparée à celle 
du foie (CLint,foie) et la contribution réelle du métabolisme cardiaque extrahépatique dans 
la clairance de ces substrats a pu être mis en perspective à lřéchelle in vivo.25 Il est 
connue que le paramètre de clairance est beaucoup plus distinctif dřune cinétique 
enzymatique que les paramètres de base Km et Vmax. Lřextrapolation des données in vitro 
de clairance intrinsèque calculée pour différents échantillons de ventricule a été 
effectuée selon la technique décrite dans lřouvrage de Proctor et al.44 La quantité de 
protéines microsomales par gramme de tissu est en moyenne de 3 mg/g 
comparativement au foie ou en moyenne elle est rapportée être de 30 mg/g.
16,17
 La 
valeur de clairance intrinsèque in vivo extrapolée (CLint,vg) sřapplique à tous les 
processus enzymatiques impliqués dans la clairance métabolique du substrat ébastine. 
Compte tenu que nos résultats suggèrent que le CY2J2 soit lřenzyme majoritairement 
responsable du processus dřhydroxylation de lřébastine dans le ventricule gauche, la 
clairance intrinsèque extrapolée in vivo pour le ventricule gauche est suggérée refléter 
celle que du CYP2J2.  
 
Ultimement, la clairance intrinsèque du ventricule peut être introduite dans lřéquation du 
modèle Řwell-stired’ et permettre dřévaluer la contribution métabolique de lřorgane à la 
clairance totale du tissu (CLvg) pour simuler les concentrations locales de lřébastine en 
fonction du débit sanguin coronarien et de la fraction libre dans le plasma.
45
 De façon 
simple, lřutilisation du modèle ‘well-stirred’ permet dřintégrer la clairance intrinsèque 
extrapolée à lřéchelle in vivo, i.e., pour lřorgane entier, qui dans notre cas est la clairance 
du ventricule et de la comparer au débit de la circulation coronarienne. Cela indique si 
lřélimination est débit- ou enzyme-dépendante. La clairance intrinsèque (CLint,vg) 
extrapolée pour le ventricule gauche est dřenviron 17 mL/ min. Le débit de la circulation 
coronarienne est de 280 mL/min
46. Il est ainsi clair que selon le modèle Řwell-stirred’, la 
clairance extrahépatique du ventricule est limitée par le processus enzymatique (CLvg= 
CLint,vg *fu) car le débit coronarien est beaucoup plus grand que la clairance intrinsèque. 
Ceci suggère ainsi que lřhydroxylation du substrat ébastine dans le ventricule de cœur 
humain dépend majoritairement de la vitesse dřhydroxylation par le CYP2J2. Une 




pourrait contribuer à faire fluctuer les concentrations intracellulaires locales du 
médicament en affectant la clairance total du ventricule (CLvg). Pour la première fois, un 
lien entre les données in vitro et lřimplication du ventricule gauche dans la clairance 
métabolique est établie et suggère que le ventricule gauche participe à la clairance locale 
de lřébastine et ce de façon enzyme-dépendante pour les substrats hautement 
métabolisés. Malgré que le foie possède une capacité beaucoup plus grande que le 
ventricule à métaboliser le substrat ébastine (2860 mL/min), sa distribution au niveau 
cardiaque est gérée différemment quřau niveau hépatique. Lorsque distribué dans les 
cellules endothéliales et dans les cardiomyocytes, ce sont les mécanismes de transports 
et enzymatiques locaux qui peuvent contrôler le devenir de lřébastine se rendant au 
cœur. Nos résultats peuvent sřappliquer à plusieurs substrats, dont la terfénadine ainsi 
que lřastémizole, deux substrats de lřisoenzyme CYP2J2.  
 
Lřextrapolation in vitro/in vivo de la clairance associée à lřhydroxylation chlorzoxazone 
dans la fraction microsomale cardiaque est en moyenne 0,02 ml/min. La capacité globale 
des microsomes de cœurs humains dřhydroxyler le substrat chlorzoxazone est 
négligeable dans un contexte de clairance métabolique comparativement à la clairance 
intrinsèque extrapolée (CLint,vg) pour le foie qui varie de 1640-9610 ml/min.
41
 Malgré la 
faible participation globale à la clairance de la chlorzoxazone par le ventricule humain, 
lřactivité observée est décrite par plusieurs composantes enzymatiques et la contribution 
locale sur de faibles concentrations reste à être démontrée.  
 
En conclusion, nous avons observé une grande variabilité entre les différents individus 
étudiés du fait que la clairance intrinsèque du métabolisme de lřébastine dans les MCH 
varie de 1,4 à 38 µl/min/mg de protéines avec un coefficient de variation de plus de 69 
%. Les causes de la variabilité interindividuelle observée pour chaque échantillon seront 
étudiées dans le prochain chapitre. Nos travaux démontrent que la fraction microsomale 
du ventricule gauche de cœurs humains est dotée dřune activité métabolique impliquant 
une composante enzymatique dans lřhydroxylation du substrat ébastine dont 
lřisoenzyme CYP2J2 est suggérée comme la principale responsable. En contrepartie, 




lřisoenzyme CYP2E1. Lřhydroxylation du substrat chlorzoxazone est dřailleurs décrite 
par au moins deux composantes enzymatiques. Les résultats mitigés et fortement 
variables nécessitent des études métaboliques plus approfondies afin dřétablir la source 
enzymatique qui pour lřinstant est reconnue comme étant NADPH-dépendante, 
résistante à la chaleur et capable de transformer la chlorzoxazone en un métabolite 
hydroxylé. Les données in vitro de clairance intrinsèque extrapolées in vivo au niveau du 
ventricule démontre pour la première fois que le ventricule gauche a une capacité 
métabolique non négligeable dans lřélimination métabolique du substrat ébastine au 
niveau locale. Ces données pourront servir dřoutil dans lřélaboration de modèle de 
prédiction de la pharmacocinétique et pharmacodynamie de substrats du CYP2J2 au 
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Figure 1. Conditions de linéarité en fonction de la quantité de protéine et du temps 
d’incubation dans l’échantillon #21 de microsomes de cœur humain avec le cocktail 
1 (Ébastine, chlorzoxazone, bupropion et midazolam) 






Figure 1A et 1B. Conditions de linéarité du substrat ébastine dans l’échantillon microsomal de cœur 
humain (MCH#21) 1A. Conditions de linéarité en fonction de la quantité de protéines de MCH 
(incubation de 60 minutes). 1B. Conditions de linéarité en fonction du temps dřincubation (quantité de 
protéines : 0.7635 mg). Les incubations ont été effectuées à 15 µM dřébastine dans un tampon 100 mM 
PO4. La formation dřhydroxyébastine est linéaire pour un intervalle de 0.2545 à 0.7635 mg de protéines de 
MCH (r
2
 0.99) et pour un intervalle de 0 à 60 minutes (r
2
 0.99). 







Figure 1C et 1D. Conditions de linéarité du substrat chlorzoxazone dans l’échantillon microsomal 
de cœur humain (MCH#21) 1C. Conditions de linéarité en fonction de la quantité de protéines de MCH 
(incubation de 60 minutes). 1D. Conditions de linéarité en fonction du temps dřincubation (quantité de 
protéines : 0.7635 mg). Les incubations ont été effectuées à 378 µM de chlorzoxazone dans un tampon 
100 mM PO4. La formation dřhydroxychlorzoxazone est linéaire pour un intervalle de 0.2545 à 0.7635 mg 
de protéines de MCH (r
2
 0.99) et pour un intervalle de 0 à 60 minutes (r
2




1E.       1F. 
 
Figure 1E et 1F. Conditions de linéarité du substrat bupropion dans un échantillon microsomal de 
cœur humain (MCH) 1E. Conditions de linéarité en fonction de la quantité de protéines de MCH 
(incubation de 60 minutes). 1F. Conditions de linéarité en fonction du temps dřincubation (quantité de 
protéines : 0.7635 mg). Les incubations ont été effectuées à 465 µM de bupropion dans un tampon 100 
mM PO4. Une régression linéaire a été calculée pour un intervalle de 0.2545 à 0.509 mg de protéines de 
MCH (r
2




1G.      1H. 
 
Figure 1G et 1H. Conditions de linéarité du substrat midazolam dans l’échantillon microsomal de 
cœur humain (MCH#21) 1E. Conditions de linéarité en fonction de la quantité de protéines de MCH 
(incubation de 60 minutes). 1F. Conditions de linéarité en fonction du temps dřincubation (quantité de 
protéines : 0.7635 mg). Les incubations ont été effectuées à 3 µM de midazolam dans un tampon 100 mM 
PO4. Une régression linéaire a été calculée pour un intervalle de 0.2545 à 0.7635 mg de protéines de MCH 
(r
2
 0.96) et pour un intervalle de 0 à 60 minutes (r
2




Figure 2A. Cinétique moyenne dřhydroxylation de lřébastine (0,075 à 2,5 µM) dans les 
microsomes de 18 cœurs humains ventriculaires (#1 à 18). (Chaque point est une 
moyenne ± SEM de 18 échantillons de cœurs où chaque concentration est initialement 












Figure 2B. Représentation graphique selon le modèle Eadie-Hosftee des données des 
échantillons #1 à 18. La valeur de vélocité associée à la concentration dřébastine de 1, 
1,5 et 2,5 µM ont été retirées afin dřobtenir un profil de composante cinétique sans la 
participation de point où lřactivité est inhibée par le substrat. (V = vélocité : pmoles 












Figure 3A.Cinétique moyenne dřhydroxylation de la chlorzoxazone (30 à 1000 µM) 
dans les microsomes de 14 ventricules de cœurs humains (#1, 4 à15 et 18). (Chaque 
point est une moyenne ± SEM de 14 échantillons de cœurs où chaque concentration est 












Figure 3B. Représentation graphique selon le modèle Eadie-Hosftee des données des 
échantillons #1 à 15 et 18. (V = vélocité : pmoles dřhydroxychlorzoxazone / min / mg de 













Figures 4. Essais d’inhibition de l’hydroxylation du substrat ébastine dans les 











Figure 4A. Pourcentage dřactivité restante suivant des incubations avec lřébastine dans 
les rhCYP2J2, les HLM et les MCH avec des inhibiteurs chimiques. Chaque colonne est 
présentée sous forme de pourcentage dřune moyenne de triplicata ± écart-type. 








Figure 4B. Inhibition de lřhydroxylation de lřébastine lors du chauffage des isoenzymes 
recombinants rhCYP2J2, les HLM et les MCH à 60°C 10 minutes avant la pré-
incubation. Chaque donnée est un triplicata présenté par une moyenne ± écart-type. 



















Figure 4C. Inhibition de lřhydroxylation de lřébastine avec lřanticorps anti-CYP2J2 
humain (gracieuseté du Dr. Darryl C. Zeldin, M.D., NIH) incubé 10 minutes avec les 
isoenzymes recombinants rhCYP2J2 et les MCH avant la pré-incubation. Aucune 
statistique nřa été effectuée car lřincubation avec anticorps est une donnée unique. 
Insertion : Pourcentage dřactivité de formation de carébastine par rapport au contrôle 
















Figure 4D. Courbe dřinhibition de lřhydroxylation de lřébastine dans les MCH avec 
différentes concentration dřastémizole (1 à 150 µM) incubée en même temps que 
lřébastine et les MCH lors de la pré-incubation. (Chaque donnée est un triplicata 











Figure 4E. Courbe dřinhibition de lřhydroxylation de lřébastine dans les MCH avec 
différentes concentration de terfénadine (1 à 100 µM) incubée en même temps que 
lřébastine et les MCH lors de la pré-incubation. (Chaque donnée est un triplicata 





Figures 5. Essais dřinhibition de lřhydroxylation du substrat chlorzoxazone dans les 












Figure 5A. Pourcentage dřactivité restante suivant des incubations avec la chlorzoxazone 
dans les rhCYP2E1, les HLM et les MCH avec des inhibiteurs chimiques. Chaque 
colonne est présentée sous forme de pourcentage dřune moyenne de triplicata ± écart-













Figure 5B. Essaie dřinhibition avec la chlorzoxazone incubée avec les MCH soumis à 




triplicata présenté par une moyenne ± écart-type. Statistique ; test de t par rapport au 














Figure 5C. Inhibition de lřhydroxylation de la chlorzoxazone avec lřanticorps anti-
CYP2E1 humain (MAB-rhCYP2E1, BD Gentest) incubé 10 minutes avec les MCH de 5 
échantillons différents avant la pré-incubation. Chaque donnée est un triplicata présenté 

















Figure 5D. Inhibition de lřhydroxylation de la chlorzoxazone avec lřanticorps anti-
CYP1A1 humain (MAB-rhCYP1A1, BD Gentest) incubé 10 minutes avec les MCH 
dřun échantillon avant la pré-incubation. Chaque donnée est un triplicata présenté par 














Figure 5E. Inhibition de lřhydroxylation de la chlorzoxazone avec lřanticorps anti-
CYP1A2 humain (MAB-rhCYP1A2, BD Gentest) incubé 10 minutes avec les MCH 
dřun échantillon avant la pré-incubation. Chaque donnée est un triplicata présenté par 

















Figure 5F. Inhibition de lřhydroxylation de la chlorzoxazone avec un inhibiteur non 
sélectif des CYP450 incubé 10 minutes avec les MCH de 6 échantillons différents avant 
la pré-incubation. Chaque donnée est un triplicata présenté par une moyenne ± écart-













Figure 5G. Inhibition de lřhydroxylation de la chlorzoxazone par le solvant DMSO (total 
de 1% de solvant dans lřincubation : 0,5 % MeOH + 0,5 % DMSO) incubé 10 minutes 
avec les microsomes dřun échantillon de cœur humain. Chaque donnée est un triplicata 
présenté par une moyenne ± écart-type. Statistique ; test de t par rapport au contrôle 

















Figure 5H. Inhibition de lřhydroxylation de la chlorzoxazone avec lřinhibiteur non 
sélectif des CYP450 SKF525 incubé 10 minutes avec les MCH dřun échantillon avant la 
pré-incubation. Chaque donnée est un triplicata présenté par une moyenne ± écart-type. 















Figure 5I. Inhibition de lřhydroxylation de la chlorzoxazone avec lřinhibiteur sélectif de 
lřisoenzyme CYP2E1 incubé 10 minutes avec les MCH de 8 échantillons différents 
avant la pré-incubation. Chaque donnée est un triplicata présenté par une moyenne ± 




Table 1. Paramètres de cinétiques enzymatiques d'hydroxylation de l'ébastine dans les MCH 
# d'échantillon 
 de MCH 
Modèle dřajustement des 
courbes utilisées 
Vmax 










1 Substrate inhibition 0,4 0,10 4 5, 
2 Substrate inhibition 3,3 0,36 10 10 
3 Substrate inhibition 6,1 0,39 16 16 
4 Substrate inhibition 1,2 0,09 14 18 
5 Substrate inhibition 9,4 0,30 32 33 
6 Substrate inhibition 2 0,23 9 10 
7 Michaelis-Menten 0,6 0,08 7 9 
8 Substrate inhibition 2,2 0,16 14 17 
9 Substrate inhibition 1 0,11 9 10 
10 Michaelis-Menten 2,1 0,11 20 19 
11 Substrate inhibition 4 0,11 38 40 
12 Substrate inhibition 9 0,33 28 42 
13 Michaelis-Menten 0,9 0,68 1 7 
14 Substrate inhibition 0,7 0,12 6 20 
15 Substrate inhibition 3 0,17 18 7 
16 Substrate inhibition 0,9 0,15 9 28 
17 Substrate inhibition 4,2 0,18 24 12 
18 Substrate inhibition 1,8 0,19 10 n.c 
 Moyenne 2,9 0,21 15 18 
 É.T. 2,7 0,15 10 12 
 CV % 94 71 69 65 





Table 2. Paramètres de cinétiques enzymatiques d'hydroxylation de la chlorzoxazone dans les MCH   
 
Légende : CV : coefficient de variation é.t. : écart-type, Km; constante dřaffinité, n.c. : non calculée, nl : nanolitre, µM : micromolaire, Vmax : vélocité 
maximale. *les échantillons #16 et 17 nřont pu être calculés  car un nombre de points insuffisants étaient disponibles pour lřestimation. La majorité des 
concentrations de chlorzoxazone incubées ont donné un signal non détectable de formation dřhydroxychlorzoxazone. 
  Modèle Michaelis Menten Modèle Eadie-Hofstee 
 
Composante enzymatique Composante enzymatique 1 Composante enzymatique 2 




























mg de protéines) 
1 30,6 3472 9,7 1,9 91,4 22,9 25,9 2860 9,9 
2 n.c. n.c. n.c. 3,3 145,2 24,6 97,7 7056 15,1 
3 n.c. n.c. n.c. 2,1 143,1 16,0 85,4 11840 7,9 
4 74,9 9192 8,9 2,4 159,1 16,2 37,4 4310 9,5 
5 14,3 1062 14,8 14,2 1048,0 14,8 n.c. n.c. n.c. 
6 195,7 13863 15,4 3,2 60,7 57,0 30,5 1701 19,6 
7 9,5 864 12,1 8,9 775,5 12,6 n.c. n.c. n.c. 
8 14,1 1995 7,7 3,4 400,2 9,4 12,6 1676 8,2 
9 11,1 1156 10,5 2,8 148,4 20,6 13,8 1647 9,2 
10 13,4 3654 4,0 1,1 102,0 11,4 29,1 8967 3,6 
11 8,6 1872 5,0 1,1 89,7 13,5 7,5 1564 5,2 
12 11,2 1134 10,8 1,9 57,7 37,0 17,8 2275 8,5 
13 177,5 10469 18,6 31,1 1717,0 19,8 44,2 2287 21,2 
14 52,2 4233 13,5 2,4 42,1 62,9 38,3 3078 13,6 
15 61,9 1956 34,6 12,3 255,4 52,5 61,0 1948 34,3 
16* n.c. n.c. n.c. n.c. n.c. n.c. n.c. n.c. n.c. 
17* n.c. n.c. n.c. n.c. n.c. n.c. n.c. n.c. n.c. 
18 57,9 2283 27,8 10,9 401,6 29,7 36,6 1270 31,6 
Moyenne 52,4 4086 13,8 6,4 352,3 26,3 38,4 3749 14,1 
É.T. 61,3 4084 8,4 7,8 459,9 17,1 26,6 3241 9,4 




Table 3A. Extrapolation In Vitro/In Vivo de la clairance d’hydroxylation de l'ébastine chez l'humain 
# de 
 l'échantillon  
Matrice 
1. CLint-In Vitro 
2. Facteur d'extrapolation 
A§ 
3. CLint / poids du tissu  
(colonne 1 X 2) 
4. Facteur  
dřextrapolation B§ 
5. CLint-In Vivo  
(colonne 3 X 4) 
µl / min /  
mg protéines 
mg / g 
µl / min /  
g tissu 
g ml / min  
Pool HLM 
132* 30,0 3630,0 1820,0 7207 
24** 30,0 600,0 1820,0 1310 
1 MCH 4 4,5 18,0 285,5 5,1 
2 MCH 10 3,2 32,4 285,5 9,3 
3 MCH 16 3,7 58,5 285,5 16,7 
4 MCH 14 3,7 51,2 285,5 14,6 
5 MCH 32 2,9 93,9 285,5 26,8 
6 MCH 9 3,2 28,5 285,5 8,1 
7 MCH 7 2,1 14,4 285,5 4,1 
8 MCH 14 4,5 63,0 285,5 18,0 
9 MCH 9 3,2 29,2 285,5 8,3 
10 MCH 20 4,1 81,4 285,5 23,2 
11 MCH 38 4,7 177,1 285,5 50,6 
12 MCH 28 3,4 96,0 285,5 27,4 
13 MCH 1 2,4 2,4 285,5 0,7 
14 MCH 6 2,5 15,2 285,5 4,3 
15 MCH 18 1,5 27,7 285,5 7,9 
16 MCH 9 1,5 13,7 285,5 3,9 
17 MCH 24 1,3 30,4 285,5 8,7 
18 MCH 10 2,4 24,2 285,5 6,9 
 Moyenne 14,9 3,0 47,6  13,6 
 Écart-type 10,1 1,0 42,8  12,2 
 CV 67,4 34,4 89,9  89,9 
* composante 1, ** composante 2. 
§
Facteur A = quantité de protéines microsomales  / poids du tissu, Facteur B = poids du tissu. *Calculé selon les 
données internes, Vmax = 152 pmoles d'OHEBA / min / mg protéine et Km = 3 µM. Légende : CLint : Clairance intrinsèque, g : gramme, min : minutes, 




Table 3B. Extrapolation In Vitro/In Vivo de la clairance d’hydroxylation de la chlorzoxazone chez l'humain 
# de 
 l'échantillon  
Matrice 
1. CLint-In Vitro 
2. Facteur 
d'extrapolation A§ 
3. CLint / poids du 
tissu  
(colonne 1 X 2) 
4. Facteur 
dřextrapolation B§ 
5. CLint-In Vivo  
(colonne 3 X 4) 
µl / min /  
mg protéines 
mg / g 
µl / min /  
g tissu 
g ml / min  
Pool HLM  
(BD, Gentest) 
FOIE 37-176 30,0 1110,0 1820,0 1640-9610 
 composante enzymatique 1 
1 MCH 0,0229 4,5 0,1 285,5 0,0294 
2 MCH 0,0246 3,2 0,1 285,5 0,0227 
3 MCH 0,0160 3,7 0,1 285,5 0,0167 
4 MCH 0,0162 3,7 0,1 285,5 0,0169 
5 MCH 0,0148 2,9 0,0 285,5 0,0124 
6 MCH 0,0570 3,2 0,2 285,5 0,0516 
7 MCH 0,0126 2,1 0,0 285,5 0,0074 
8 MCH 0,0094 4,5 0,0 285,5 0,0121 
9 MCH 0,0206 3,2 0,1 285,5 0,0191 
10 MCH 0,0114 4,1 0,0 285,5 0,0133 
11 MCH 0,0135 4,7 0,1 285,5 0,0180 
12 MCH 0,0370 3,4 0,1 285,5 0,0362 
13 MCH 0,0198 2,4 0,0 285,5 0,0138 
14 MCH 0,0629 2,5 0,2 285,5 0,0454 
15 MCH 0,0525 1,5 0,1 285,5 0,0231 
16 MCH n.c. 1,5 n.c. 285,5 n.c. 
17 MCH n.c. 1,3 n.c. 285,5 n.c. 
18 MCH 0,0297 2,4 0,1 285,5 0,0205 
§
Facteur A = quantité de protéines microsomales  / poids du tissu, Facteur B = poids du tissu. *Calculé à partir de : Draper, A.J., Madan, A., Latham, J. 
































Figure supplémentaire 2A. Cinétique dřhydroxylation de lřébastine dans un pool dřHLM 













Figure supplémentaire 2B. Représentation Eadie-Hofstee de la cinétique dřhydroxylation 
de lřébastine dans un pool dřHLM (BD, Gentest). Chaque point est représenté par une 









Les résultats présentés dans ce manuscrit ont permis dřétablir deux grands aspects 
essentiels de mes études doctorales. Lřobservation de la capacité oxydative à très faible 
concentration du substrat ébastine (200 nM) par les  MCHs est essentiellement médiée 
par lřisoenzyme CYP2J2. De plus, lřexistence dřune grande variabilité associée à cette 
activité enzymatique (>70%) chez 18 individus avec cardiomyopathies appuie la 
participation significative du métabolisme extrahépatique médié par cette isoenzyme et 
démontre que les différences existantes entre les individus pourraient agir comme 
déterminants majeurs dans le contrôle des concentrations intracellulaires de composés 
endogènes ou de médicaments substrats du CYP2J2. Ces découvertes marquent un 
tournant majeur établissant, pour la première fois, que lřisoenzyme CYP2J2 catalyse 
lřhydroxylation de lřébastine à des concentrations similaire à celles observées en 
clinique dans la fraction microsomale isolée de ventricules de cœurs humains explantés 
provenant de patients avec différentes cardiomyopathies.  
 
Nos résultats démontrent que lřisoenzyme CYP2J2 est active dans le ventricule de cœurs 
humains confirmant que le système de fraction microsomale (MCH) peut être utilisé 
comme base pour étudier le profil métabolique de substrats exogènes et endogènes du 
CYP2J2, tels que la terfénadine ou lřacide arachidonique impliqués dans la formation de 
métabolites vasoactifs ou associés à une toxicité cardiaque. 
 
Les profils cinétiques des substrats chlorzoxazone et ébastine ont été obtenus en 
incubant le cocktail #1 avec les MCH. Il fut préalablement établi que le cocktail #1 
pouvait être utilisé comme outil pour observer les voies métaboliques sélectives des 
CYP2B6, 2E1, 2J2 et 3A avec les substrats bupropion, chlorzoxazone, ébastine et 
midazolam dans un système dřisoenzymes CYP450s recombinantes humaines. Dans le 
système de la fraction sous-cellulaire microsomale, les interactions entre les substrats 
pouvaient être différentes. Étant donné la limitation dans la disponibilité en tissu et des 
résultats mitigés, nous avons validé lřinteraction du cocktail#1 sur lřhydroxylation de la 
chlorzoxazone avec les MCH dans un seul échantillon. Le même exercice a été effectué 




substrats bupropion et midazolam nřa pas été effectuée compte tenu de leur trop faible 
activité observée lorsquřincubé avec les MCH.  
 
Le Tableau 3 présente les valeurs des paramètres cinétiques calculés pour la voie 
dřhydroxylation du substrat ébastine avec les MCH lorsquřincubé seul ou en présence du  
cocktail #1. Les analyses ont été effectuées avec les mêmes 12 premiers échantillons 






Tableau 3. Paramètres de cinétique enzymatique de lřhydroxylation de lřébastine avec les MCH incubée seule ou en présence 
du cocktail #1 (n=12).  
 













pmol OHEBA / 
 min / 
 mg prot 
µl / min /  
mg prot 
µM 
pmol OHEBA / 
 min /  
mg prot 
µl / min / 
 mg prot 
1 M-M 0,09 ±  0,01 0,4 ± 0,01 4,8 (3,8-5,9) S-I 0,102 ± 0,018 0,399 ± 0,025 4,04 (2,47-5,6) 
2 M-M 0,25 ± 0,03 3,3 ± 0,1 13,4 (9,9-16,9) S-I 0,355 ± 0,063 3,277 ± 0,330 9,6 (5,5-13,6) 
3 M-M 0,18 ± 0,01 4,9 ± 0,1 28 (24-32) S-I 0,392 ± 0,061 *** 6,104 ± 0,567 * 16 (10-22) 
¥
 
4 M-M 0,078 ± 0,004 1,38 ± 0,01 18 (16-20) S-I 0,086 ± 0,013 1,164 ± 0,057 *** 14 (9-19) 
5 M-M 0,13 ± 0,01 8,5 ± 0,2 67 (53-82) S-I 0,300 ± 0,089* 9,403 ± 1,441 32 (10-55) 
6 M-M 0,11 ± 0,01 2,34 ± 0,04 22 (17-26) S-I 0,224 ± 0,019 *** 1,921 ± 0,050 *** 8,9 (7,3-10,5) 
¥
 
7 M-M 0,07 ± 0,02 0,53 ± 0,02 8 (3-12) M-M 0,083 ± 0,013 0,559 ± 0,017 6,96 (4,63-9,3) 
8 M-M 0,076 ± 0,011 1,69 ± 0,04 23 (16-30) S-I 0,156 ± 0,027 * 2,172 ± 0,157 ** 14,39 (8,8-19,9) 
9 M-M 0,11 ± 0,01 1,10± 0,02 10 (8-13) S-I 0,113 ± 0,017 0,967 ± 0,054 * 8,9 (5,9-11,9) 
10 M-M 0,23 ± 0,02 2,9 ± 0,1 13 (10-16) M-M 0,108 ± 0,015 *** 2,057 ± 0,063 *** 19,79 (13,9-25,6) 
11 M-M 0,18 ± 0,02 4,3 ± 0,1 25 (19-31) S-I 0,11 ± 0,02*** 4,01 ± 0,21*** 38 (26-50) 
12 M-M 0,2 ± 0,02 6,02 ± 0,14 31 (24-37) S-I 0,330 ± 0,116 8,957 ± 1,794 28 (5-52) 
Légende : CLint; clairance intrinsèque. IC; intervalle de confiance. Km; constante dřaffinité. M-M; Michaelis-Menten. pmol; picomoles. µM; 
micromolaire. S-I; substrate inhibition. Vmax; vitesse maximale  
Statistique (test-t non pairé) : *p<0.01 à 0.05, **p<0.001 à 0.01, *** p<0,001 comparé au même paramètre de la cinétique solo. 
¥
 : Intervalle de 





Les résultats obtenus pour le substrat chlorzoxazone avec les MCH étaient non 
concluants et mřont restreint à ne tester quřun seul échantillon de cœurs humains pour 
lřeffet de cocktail. La Figure 23 démontre quřil nřy a pas de différences significatives 
dans le métabolisme NADPH-dépendant de la chlorzoxazone avec les MCH 












Figure 23. Activité dřhydroxylation du substrat chlorzoxazone avec les MCHde lřéchantillon #14 
(présentée dans ce chapitre). La chlorzoxazone fut incubée à 400 µM et les substrats du cocktail à 1 µM, 2 
µM et 310 µM pour lřébastine, le midazolam et le bupropion, respectivement.  
 
Bref, ces résultats démontrent que les substrats ébastine et chlorzoxazone peuvent être 
utilisés seuls ou en combinaison avec le cocktail #1 afin dřétudier le métabolisme 
sélectif des isoenzymes CYP2J2 et 2E1 dans la fraction microsomale de tissu humain et 
ce malgré la possible présence dřautres isoenzymes du CYP450 où source enzymatique.  
 
Hydroxylation de l’ébastine et CYP2J2 avec la matrice MCH 
 
Nos résultats permettent dřassocier lřisoenzyme CYP2J2 comme source majoritaire 
responsable de lřhydroxylation du substrat ébastine avec les MCH. Une brève preuve de 
concept sera présentée dans cette discussion. Premièrement, le substrat ébastine est 
sélectif envers lřisoenzyme CYP2J2. Lřisoenzyme CYP2J2 est spécifique de par les 
caractéristiques de réaction, soit la formation dřun métabolite hydroxylé. Lřajout dřun 




inhibe à plus de 90% lřhydroxylation de lřébastine dans les rhCYP2J2 (Figure 24). Le 
même scénario a été observé avec les MCH présenté dans ce chapitre.  
 
23-A.       23-B.  
 
 
Figure 24. Profil dřinhibition de lřhydroxylation du substrat ébastine avec des concentrations ascendantes 
dřastémizole et de terfénadine dans les rhCYP2J2. Lřactivité restante est représentée par le % dřactivité 
par rapport au contrôle sans inhibiteur.  
 
De plus, nos résultats suggèrent que lřhydroxylation de lřébastine avec les MCH 
implique une seule composante (source) enzymatique observée lorsque les données ont 
été transformées selon la représentation Eadie-Hofstee. Les essais dřinhibitions utilisant 
des inhibiteurs non sélectifs des CYP450s avec les MCH ont démontré la même 
tendance dřinhibition avec les rhCYP2J2 et HLM envers la réaction dřhydroxylation du 
substrat ébastine. Le chauffage des MCH à 60°C avant incubation de lřébastine a 
complètement aboli lřactivité enzymatique dřhydroxylation. Des résultats identiques ont 
été obtenus dans les systèmes rhCYP2J2 et HLM. Ceci suggère que la source 
enzymatique est non-résistante à la chaleur. Les CYP450s sont reconnus comme étant 
non-résistants à des températures dépassant 60°C.
415
 Lřutilisation de lřanticorps sélectif 
envers CYP2J2 nřa pas diminué la formation du métabolite hydroxyébastine de façon 
significative (9%) avec les MCH tandis quřaucun métabolite séquentiel (carébastine) ne 
fut détecté, avec ou sans anticorps, nous limitant à discuter de ce résultat.. Avec les 
rhCYP2J2, la formation dřhydroxyébastine a diminué de 30% tandis que la formation de 
carébastine a augmentée de 300%. Étant donné que la carébastine est séquentielle à 




favorisé la transformation dřhydroxyébastine en carébastine par le CYP2J2. Ceci se 
traduit par une augmentation des concentrations de carébastine.   
 
Le Tableau 4 présente un aperçu de la cinétique enzymatique de lřébastine dans trois 
systèmes étudiés; rhCYP2J2, MCH et HLM. Les paramètres cinétiques Km du substrat 
ébastine avec les rhCYP2J2 sont similaires quřavec les MCH suggérant que le complexe 
enzyme-substrat atteint 50% de sa vélocité maximale dřhydroxylation à une 
concentration similaire (0,34 µM vs 0,21 µM). Étant donné que le Vmax et le Km sont 
indépendants lřun de lřautre, il est évident que les similitudes de valeurs obtenues 
suggèrent que lřisoenzyme responsable de lřhydroxylation de lřébastine avec les MCH 
fonctionne à des concentrations similaires mais le pool dřenzyme disponible pourrait 
être moindre justifiant les valeurs de Vmax plus faibles et par le fait même les valeurs de 
clairance intrinsèque. Dřailleurs, lřidentification de la responsabilité du métabolisme 
dřune enzyme en particulier dans une fraction microsomale sřeffectue entre autres par la 
comparaison des Km qui restera le même, peu importe le système utilisé.
416
 Bref, ces 
résultats permettent de confirmer que la source enzymatique responsable de la formation 
dřhydroxyébastine avec les MCH est CYP2J2-dépendante.  
 
Tableau 4. Paramètres de cinétique enzymatique de lřhydroxylation de lřébastine dans 
trois différentes matrices ; MCH, HLM et rhCYP2J2.  
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Lřoxydation de substrats dans la fraction microsomale nécessite un système générant le 
cofacteur soluble source dřélectrons NADPH. In vitro, on obtient le NADPH à partir de 
la réduction (acquisition dřun H+) de la forme oxydée β-nicotinamide-adénine 
dinucléotide phosphate (β-NADP+) lors de la déshydrogénation du glucose-6-phophate 
au carbone 1 en 6-phosphoglucunolactone par la glucose-6-phosphate déshydrogénase 
(G6PD) NADP+ dépendante.
417
 Ce processus enzymatique fait partie de la voie du 
pentose phosphate se produisant naturellement dans le cytosol des cellules qui est absent 
dans la fraction microsomale.
417,418
_ENREF_324 Lřobjectif ultime de provoquer cette 
réaction in vitro est de générer du NADPH, cofacteur essentiel à lřenzyme microsomale 
NADPH-CYP450 oxydoréductase (CYPOR), co-localisée
419
 avec le CYP450 agissant 
comme navette dřélectrons pour le CYP450.420 In vitro, la fraction microsomale exprime 
le complexe enzymatique (CYPOR-CYP450). Par contre, le cofacteur soluble NADPH  
normalement généré de façon endogène est absent après lřisolation de la fraction 
microsomale cellulaire. De façon artificielle, le NADPH est donc généré in vitro à lřaide 
de la voie du pentose phosphate avec la G6PD.  
 
En enzymologie, il est reconnu quřune activité dřoxydation NADPH dépendante dans 
une fraction microsomale est majoritairement associée aux CYP450s.
94
 De façon 
inattendue, une certaine activité NADPH-indépendante fut observée lorsque le 
midazolam et le bupropion furent incubés avec la fraction microsomale des ventricules 
de cœurs humains. Peu dřinformations reliées à ce type dřactivité sont retrouvées dans la 
littérature où ce phénomène est souvent étudié dans les mollusques.
421-423
 Lřactivité 
hydroxylase du benzo-α-pyrène dans les microsomes de foie de 4 espèces de poissons 
fut observée avec et sans NADPH.
424
 Lřajout dřun traitement préalable à la β-
naphtoflavone, inducteur des CYP450s, nřa pas augmenté lřactivité hydroxylase 
NADPH-indépendante tandis que lřactivité NADPH-dépendante a plus que doublé chez 
certaines espèces de poissons suggérant que lřactivité NADPH-indépendante nřest pas 
inductible par la β-naphtoflavone. Malgré tout, les auteurs mentionnent que lřactivité 
NADPH-indépendante associée à lřhydroxylation du benzo-α-pyrène est CYP450-






 Par ailleurs, le métabolisme de la bicifadine, un inhibiteur de 
la recapture triple de la norépinephrine, sérotonine et dopamine, en métabolite M12 par 
les microsomes de foie est similaire avec ou sans NADPH.
425
 De plus, deux 
composantes enzymatiques sont suggérées être responsables de la formation de 
bicifadine en M12 et ce, de manière NADPH-indépendante dans les microsomes 
hépatiques humains.
425
 La formation du métabolite M12 NADPH-indépendante est 
suggérée relever des monoamines oxydases (MAO) vue la complète inhibition par la 
sélégiline, inhibiteur sélectif des MAO.
425
 Le phénomène NADPH-indépendant dépasse 
les objectifs de mes travaux de recherche et nécessite dřautres analyses afin de 
comprendre les mécanismes impliqués, qui encore à ce jour sont très peu observés et 
identifiés. Par contre, ce phénomène ne peut être omis lorsquřobservée lors dřétudes 
métaboliques dans une fraction microsomale. 
 
Fait intéressant, il fut observé que lřactivité dřhydroxylation du benzo-α-pyrène 
NADPH-indépendante dans des microsomes fut inhibée par lřajout de cofacteurs 
NADPH.
421
 De façon inattendue, ce phénomène fut aussi observé dans notre laboratoire 
lors dřessais exploratoires de métabolisme envers la méthadone dans la fraction 
microsomale des ventricules de cœurs humains Figure 27. 
 
Métabolisme de la méthadone avec les MCH 
Nous avons réalisé des études exploratoires afin dřétudier la capacité métabolique du 
tissu ventriculaire cardiaque envers la méthadone, opioïde synthétique prescrit pour 
lřanalgésie ou pour le traitement de la dépendance aux opioïdes.426 La méthadone est 
administrée sous forme de mélange racémique (1 :1 R,S-méthadone) et est métabolisée 
de façon énantiosélective par plusieurs isoenzymes des CYP450s (Figure 25).
427
 Le 
principal métabolite formé est le 2-éthylidine-1,5-diméthyl-3,3 diphénylpyrrolidine 
(EDDP) (Figure 26). La méthadone est un puissant bloqueur du canal IKr dont le S-
isomère est plus puissant que le R-isomère.
428
 Le bloc de ce canal est une des causes 

















Figure 25. Formation dřEDDP résultant du métabolisme de la R- et S-méthadone dans les isoenzymes 
recombinantes humaines rhCYP450.3,5 pmoles de rhCYP450 ont été incubées, en triplicata, avec 200 µM 
de R- et S-méthadone dans un tampon phosphate 100 mM pendant 30 minutes. La réaction fut arrêtée avec 
1000 µl de méthanol froid contenant lřIS. LřEDDP fut analysé par LC-MSMS, méthode développée dans 
notre laboratoire. Brièvement, 10 µl du surnageant de lřincubation était injecté sur une colonne 
Phenomenex Luna PFP (2) 150*3mm 3µm, chauffée à 40°C à travers une phase mobile de 70 :30 
méthanol:10 mM NH4COOH à pH 3.0/HCOOH selon un débit de 350 µl/min. La détection en 
spectrométrie de masse par un TSQ Quantum Ultra était en mode positif et les transitions de masses 













Figure 26. Voies métaboliques connues dépendantes des CYP450s pour la R- et S- méthadone.
429
 
(Licence de publication # 3713301042325)  
Compte tenu de son potentiel de toxicité cardiaque ainsi que sa capacité à être 
métabolisée par les CYP450s, dont certains sont présents dans le cœur, nous avons 
exploré la capacité du cœur à métaboliser ce médicament. La méthadone a été mise en 




explantés. La Figure 27 présente la concentration du métabolite EDDP formée (nM). La 
contribution du substrat R-méthadone par rapport au signal obtenue du métabolite EDDP 
est substantielle comparativement au S-méthadone. La contribution serait associée à la 
présence du métabolite dans le produit utilisée pour faire lřincubation (la poudre 
blanche). Cette contribution a été prise en considération dans le calcul dřactivité 











Figure 27. Concentrations (nM) formées suivant des incubations avec 100 µL (0,76 mg) dřun pool de 12 
échantillons de ventricules gauches de cœurs humains avec cardiomyopathies non-ischémiques de patients  
de sexe masculin. Les incubations ont été effectuées en triplicata avec 120 µM de R- (A) et S-méthadone 
(B) séparément dans un tampon phosphate 100 mM pendant 30 minutes. Le premier type dřincubation est 
un blanc sans microsome (+NADPH, - HHM), le deuxième type est une incubation sans système 
générateur de NADPH avec les HHM (- NADPH, + HHM) et le dernier est une incubation avec HHM et 
avec système générateur de NADPH (+NADPH, +HHM). (Les incubations sans substrat méthadone nřont 
donné aucun signal). Légende : ***; statistiquement significatif (p<0,05 par rapport au puit –NADPH, + 
HHM.  
La Figure 28 présente lřactivité résiduelle corrigée pour la contribution de la poudre. 
Fait intéressant, une activité NADPH-indépendante est supérieure à lřactivité NADPH-
dépendante pour les deux énantiomères R- et S-méthadone (Figure 28). Lřactivité 
NADPH-dépendante est quant à elle similaire pour les deux.  
 
Les données dans la littérature mentionnent quřune activité NADPH-indépendante peut 
être présente et peut provoquer une oxydation de substrats formant les mêmes 




cofacteur NADPH pour exercer son activité oxydative. Dans le cas présent, la 
diminution flagrante de lřactivité NADPH-dépendante par rapport à celle sans NADPH 
suggère que le NADPH inhibe lřactivité NADPH-indépendante. En effet, si les deux 
activités étaient indépendantes lřune de lřautre, une synergie aurait eu lieu et les deux 
activités NADPH-dépendante et indépendante seraient additionnées en présence du co-
facteur NADPH.  Comprendre les différents systèmes enzymatiques impliqués dans la 
formation du métabolite EDDP avec et sans NADPH implique différentes études 
métaboliques en dehors de lřobjectif principal de mes études doctorales. Par contre, 
élucider ce phénomène est pertinent et est un des objectifs poursuivis dans mon 
laboratoire dřaccueil. Bref, les résultats de ces études exploratoires démontrent que la 
fraction microsomale cardiaque est dotée dřune activité métabolique envers un 
médicament connu pour provoquer un prolongement de lřintervalle QT, la méthadone, 
en plus de démontrer que la formation dřEDDP est énantiosélective et plus grande pour 













Figure 28. Activité dřhydroxylation résiduelle de la R- et S- méthadone avec les HHM du pool de 12 
patients présentée à la Figure 27. Légende : ***; statistiquement significatif (p<0,05 par rapport au puit –






Les différentes techniques dřextrapolation in vitro/in vivo permettent dřobtenir des 
valeurs prédictives semi-quantitatives et qualitatives où le flux sanguin et la liaison aux 
protéines plasmiques ne sont pas pris en considération. Ainsi les extrapolations in 
vitro/in vivo doivent sřincorporer dans des modèles prédictifs beaucoup plus larges qui 
dépassent les objectifs de cette thèse. Par contre,  tester certaines techniques 
dřextrapolation de nos données à lřéchelle in vivo et nous permettre de mettre en relation 
la clairance intrinsèque du ventricule gauche et le débit coronarien représentait la preuve 
de concept que le métabolisme est présent et pertinent en situation physiologique. La 
pertinence et lřutilité dřextrapoler les données obtenues in vitro à lřéchelle humaine in 
vivo faisaient partie intégrante de lřhypothèse de recherche voulant déterminer la 
contribution du ventricule gauche dans la clairance locale dřun substrat des CYP450s.  
 
Parmi les deux techniques dřextrapolation in vitro/in vivo, la méthode basée sur la 
cinétique dans les microsomes fut celle utilisée dans notre analyse présentée dans ce 
chapitre. Nous nřavons pas utilisé celle basée sur lřabondance des CYP450s dans le 
ventricule gauche humain compte tenu que cette donnée était non disponible pour nos 
échantillons. Par contre, une étude effectuée par lřéquipe de Golstein et Zeldin en 2007 
explore lřabondance du CYP2J2 dans le tissu cardiaque complet de 8 personnes par 
Western blot.
214
 La quantité obtenue de CYP2J2 dans le tissu cardiaque varie de 30% 
entre 8 individus ( ̅ = 0,17 ± 0.05 pmol / mg, variant de 0.05-0.4 pmol/mg).214 
Lřexercice dřextrapolation selon lřabondance du CYP2J2 dans le cœur a été effectué et 
est présenté dans le Tableau 5. Brièvement, cette technique nécessite la connaissance de 
la cinétique dřun substrat marqueur dans les rhCYP450. Le calcul sřeffectue selon 
lřéquation suivante : 
 
CLint, in vivo = CLint,rhCYP450 * abondance CYP450tissu * MPPGT*poids du tissu
430
 
, où le MMPGT représente le microsomal protein per gram of tissue.  
 
Afin de valider notre technique dřextrapolation, les microsomes de foie ont été utilisés 




les voies métaboliques de lřébastine par les différents CYP450s (3A et 2J2). Lřanalyse 
présentée dans le Tableau 6 démontre quřen moyenne les deux méthodes permettent 
dřobtenir des valeurs similaires en termes de clairance intrinsèque hépatique in vivo 
(CLint,h,in vivo). En effet, la méthode microsomale évalue la CLint,h,in vivo à 9,99 L/min 
représentant la somme des voie métaboliques du substrat ébastine dans le foie tandis que 
la méthode utilisant lřabondance des rhCYP450 permet une estimation du même 
paramètre à 5,77 L/min. Cliniquement, la clairance totale suite à une administration 
orale de 20 mg dřébastine est estimée à environ 7,752 L/min431 (CL/F=Dose/AUC=43 
ng/ml*h/20 mg). Les extrapolations in vitro/in vivo sont comparables à la clairance 
totale orale de lřébastine validant la technique dřextrapolation in vitro/in vivo. Il est à 
noter que la valeur calculée de la clairance intrinsèque dans le foie est souvent plus 
grande que le débit hépatique. En effet, cette valeur reste relative en ce sens quřelle est 
une indication de la tendance à épurer le composé. Lorsque la valeur est intégrée dans le 
modèle ‘well-stirred’ si la clairance est plus grande que le débit (Q), elle sera éliminé de 
lřéquation et la clairance de lřorgane sera dépendante du débit. À lřinverse, si la CLint est 
plus petite que le débit (Q), le terme Q sera éliminé de lřéquation et la CL de lřorgane 
sera enzyme dépendant (CLint*fu) (introduction, section 1.4.5).  
 
Basée sur cette technique, lřestimation de la clairance in vivo cardiaque (CLint,vg) 
associée au CYP2J2 est dřenviron 6,6 ml/min (variant de 1,9-15,4 ml/min) selon la 
technique dřabondance du CYP2J2 dans le cœur comparativement à une moyenne de 
13,6 ml/min (variant de 0,7-50,6 ml/min) calculée selon la méthode microsomale 
présentée dans ce chapitre. La similitude dřétendue des valeurs pour les deux méthodes 
suggère que les données de cinétique enzymatique du substrat ébastine avec les MCH 
corrèlent uniquement avec lřisoenzyme CYP2J2 et donc rajoute une preuve que 
lřhydroxylation du substrat ébastine est dépendante du CYP2J2 dans le cœur humain. 
Localement, la clairance intrinsèque du substrat ébastine extrapolée in vivo représente 
environ 5% (0,3% à 18%) du débit local coronarien (280 ml/min) pouvant aller jusquřà 
18 % de celui-ci. Tel que mentionné dans ce chapitre, lřutilité des extrapolations est 
dřultimement introduire ces paramètres dans des modèles prédictifs de clairance totale 




beaucoup plus grand que la clairance intrinsèque, la clairance totale du ventricule 
devient CLvg = fu*CLint,vg. La fraction libre (fu= concentration libre / concentration 
plasmatique [libre + liée]) ne peut être plus grande que 1. Ainsi, selon nos calculs, la 
clairance totale du ventricule gauche ne pourrait dépasser la valeur de CLint,vg soit 5% du 
débit coronarien (0,3% à 18%) dans nos échantillons. Étant donné que le débit 
coronarien représente environ 5% du débit cardiaque (5.6 L/min), la clairance totale du 
ventricule gauche ne pourrait contribuer à plus de 0.09% (50,6 /5600 ml/min) de la 
clairance totale chez les 18 individus étudiés.  
 
Malgré tout, lřimportance de cette contribution doit être interprétée dans un contexte 
local. Ainsi, nous suggérons que la contribution du CYP2J2 dans la clairance de 
lřébastine, substrat du CYP2J2 (Km  ̅ = 0.21 µM), peut sřélever à 18% du débit 
coronarien dans notre population dřéchantillons. Au maximum, cette contribution peut 
faire varier les concentrations du substrat/métabolite intracellulaires de 18%. Sachant 
que la concentration intracellulaire nécessaire pour créer une inhibition de 50% du canal 
IKr par lřébastine est de 3 µM
432
 et que la concentration plasmatique générale est de 2,3 
nM
433
 le potentiel de blocage dřIKr est faible pour le composé ébastine.
433
 Par contre, 
notre méthode permet dřeffectuer des estimations hautement informatives avec des 
techniques simples et non invasives. La contribution du CYP2J2 peut sřavérer plus 
importante pour des substrats de haute affinité dont la concentration plasmatique est 
similaire à lřIC50 dřIKr. Advenant lřinhibition complète de lřactivité du CYP2J2 dans les 
cellules de ventricules une diminution de sa capacité métabolique pourrait engendrer une 
augmentation de concentrations à un seuil critique de toxicité cardiaque. 
 
Finalement, lřestimation des clairances dans les microsomes de cœurs humains et dans 
les rhCYP2J2 ont permis dřestimer le paramètres RAF. Ceui-ci représente un facteur 
dřactivité relative entre les deux systèmes utilisés (microsomes et rhCYP450) pour 
pondérer lřactivité microsomale de substrats par la voie du CYP2J2. Lřéquation430 est le 
quotient de la clairance intrinsèque dans les microsomes de cœurs du substrat ébastine 
(moyenne des 18 patients = 15 µl / min / mg de protéines) par sa clairance dans les 




pmoles de CYP2J2 / mg de protéines (CV 69%) peut ensuite être utilisé avec dřautres 
substrats pour pondérer leur clairance relative associée avec le CYP2J2 dans les 
microsomes de ventricules de cœurs humains. Bien quřil ne sřagisse pas de la quantité 
exacte de pmoles de CYP2J2 exprimée dans le tissu microsomal, ce paramètre donne 
une idée de la contribution de lřisoenzyme dans le pool métabolique des microsomes 
étudiés.
181
 Dřailleurs, la valeur calculée de 0.31 est comparable à la quantité estimée de 
CYP2J2 dans le cœur de 8 individus ( ̅ = 0,17 ± 0.05 pmol / mg, variant de 0.05-0.4 
pmol/mg).
214
 Il est probable que lřexpression du CYP2J2 dans le ventricule de cœurs 
humains pourrait être encore plus variable chez différentes sous-populations avec des 
pathologies ou facteurs génétiques connus pour influencer lřexpression des CYP450s. 
De plus, la variabilité des paramètres cinétiques dřhydroxylation dřébastine entre les 18 
patients étudiés (> 60%) suggère que la fonction métabolique du CYP2J2 est influencée 
par certains facteurs encore inconnus. Il était donc pertinent de poursuivre mes études 
doctorales sur lřétude des facteurs pouvant expliquer  lřexpression du CYP2J2 et son 






Tableau 5. Extrapolation in vitro/in vivo de la clairance intrinsèque dřébastine à partir de la cinétique avec les rhCYP450s 
selon la méthode dřabondance des CYP450s.  
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 30 26 39,9 
Désalkylation CYP3A4 0,44
259
 68,10 30 899 1403,2 
CYP3A5 0,13
259
 14,20 30 55 86,4 
Coeur Hydroxylation  CYP2J2 45 0,17
214






Tableau 6. Comparaison des méthodes dřextrapolation in vitro/in vivo basées sur la 1) cinétique microsomale versus 2) 
cinétique/abondance d'isoenzymes recombinantes (rhCYP450). 




e Réaction  
Méthode 1 
(microsomale)   
Méthode 2 (cinétique/abondance 
CYP450   
CLint,in vivo     CLint,in vivo 
composante 1 
composant
e 2 isoenzyme 
composant
e 1 
Foie hydroxylation 7207 1310 CYP2J2 4177 
    
CYP3A4 63,8 
 





    
CYP3A5 86,4 
  
Somme des voies 
métaboliques 9991   5770 










 Chapitre 4 – Manuscrit 3 4.
Étude des facteurs prédictifs de la variabilité observée 
dans la clairance du CYP2J2 dans le ventricule de 







Nous avons pu établir dans le chapitre précédent que lřhydroxylation du substrat 
marqueur ébastine reflète lřactivité de lřisoenzyme CYP2J2 dans la fraction 
microsomale de ventricules de cœurs humains explantés de patients ayant des 
cardiomyopathies. Ces résultats ont aussi permis dřétablir pour la première fois que la 
clairance du substrat ébastine avec les MCH était hautement variable entre les individus. 
Il est connu quřune grande variabilité existe dans lřexpression et lřactivité des 
isoenzymes du CYP450 dans le foie mais au niveau extrahépatique, peu dřétudes ont 
évalué lřampleur de la variabilité entre les individus au niveau de leurs expressions mais 
aussi de leur activité sur de larges cohortes de tissus.  
 
Les facteurs responsables de la variabilité associée à lřexpression et à lřactivité sont 
souvent imputés aux polymorphismes génétiques existant pour chacune des 
isoenzymes.
439
 Malgré tous les efforts effectués dřassocier les variations génétiques à 
lřexpression et à lřactivité des CYP450s, celles-ci ne peuvent souvent quřexpliquer 
moins de 30% de la variabilité entre les individus.
440
 Dřautres facteurs sont connus pour 
influencer lřexpression et lřactivité des CYP450s tel que le sexe (genre), la maladie, 
lřenvironnement, la race et lřâge.441,442_ENREF_350 
 
Au niveau du CYP2J2, le premier facteur introduit dans le modèle fut le facteur 
génétique. Seulement un des 4 polymorphismes étudiés était exprimé dans les cœurs 
étudiées donc seul le variant allélique CYP2J2*7 fut intégré dans le modèle. Les 
informations sur les patients étant limitées, nous avons introduit le maximum de données 
disponibles dans le modèle afin de pouvoir prédire au maximum la variabilité autant 
















Figure 29. Corrélation entre lřexpression de lřARNm du CYP2J2 et lřactivité dřhydroxylation du substrat 
ébastine associée avec les MCH obtenue dans la cohorte des 74 patients étudiés dans le manuscrit suivant.  
 
Il est à noter que la corrélation entre lřexpression de lřARNm du CYP2J2 et lřactivité 
associée est moins de 2,5 % (r
2
) (Figure 29). Cette absence de corrélation entre 
lřARNmessager dřune isoenzyme et son activité métabolique associée est expliquée 
dans la littérature par lřexistence de mécanismes post-transcriptionnels influençant 
lřactivité de la protéine indépendamment de ces niveaux dřARNm.442 Il fut, par exemple, 
démontré que la corrélation entre la capacité dřhydroxyler le midazolam en 1-
hydroxymidazolam par les HLM et la quantité de protéines du CYP3A4 était beaucoup 
plus proche de lřunité que celle entre lřexpression de lřARNm du CYP3A4 et la quantité 
de protéines du CYP3A4.
443
 Par ailleurs, une autre étude démontre une faible corrélation 
(<20%) entre la quantité dřARNm et les protéines des CYP1A2, 2A6, 2C9, 2E1 et 4A11 
dans les HLM.
444
 De façon similaire à lřexemple précédent, la corrélation entre lřactivité 
enzymatique avec des substrats marqueurs et la quantité de protéines de lřisoenzyme 
associée a fait grimper la corrélation à plus de 60% pour toutes les isoenzymes à 
lřexception du CYP4A11 et  son substrat marqueur lřacide dodécanoïque.444 Ceci 
suggère une meilleure corrélation entre la quantité de protéines dřisoenzymes et 
lřactivité enzymatique de substrats-types versus la corrélation entre lřexpression de 
lřARNm dřune isoenzyme et lřactivité enzymatique associée par un substrat-type.444 Ces 
observations ne concordent pas avec les résultats rapportés par Temesvári et ses 
collègues démontrant une forte corrélation entre lřARNm exprimé dans les HLM des 










La technique de quantification de protéines des isoenzymes du CYP450 par LC-MSMS 
était inaccessible dans notre laboratoire lors de mes études doctorales. Ainsi, nous avons 
rapporté lřactivité enzymatique selon la quantité de protéines totales ce qui peut 
diminuer la précision des résultats. Par contre, lřutilisation de marqueurs sélectifs envers 
le CYP2J2 diminue lřampleur de cette limite. Finalement, lřabsence dřune corrélation 
entre lřexpression de lřARNm de lřisoenzyme CYP2J2 et lřactivité métabolique envers 
le substrat ébastine avec les MCH (Figure 29) suggère que différents facteurs sont 
responsables de son comportement et par défaut génèrent une variabilité entre les 
individus.  
 
Connaître les facteurs prédictifs responsables de la variabilité interindividuelle dans 
lřexpression et lřactivité des CYP450s au niveau des tissus extrahépatiques permettrait 
de comprendre la susceptibilité dřun individu à réagir différemment lorsquřexposé à un 
substrat potentiel et de prévenir une toxicité éventuelle. Également, nous pourrions 
mieux comprendre les facteurs qui peuvent influencer le comportement dřune isoenzyme 
dans le ventricule de cœurs humains et ainsi comprendre les situations physiologiques 
générant des changements dans son expression et son activité. Le manuscrit suivant 
expose les résultats des essais effectués pour répondre à ces objectifs.  
 Statut actuel du manuscrit 4.1.2
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Background: Intersubject variability in extra-hepatic CYP450 activity could influence, 
in a tissue-specific manner, drug actions. CYP2J2 is the major CYP450 isoenzyme 
expressed in human heart. Our objectives were to determine CYP2J2 mRNA levels and 
activities in a large cohort of human cardiac ventricular samples using ebastine as a 
probe substrate for this isoenzyme. We also determined the impact of CYP2J2 variant 
alleles and performed a multivariate analysis to identify major determinants of 
intersubject variability in CYP2J2 activity. 
Methods and results: Human ventricular tissues (away from scar zones) were obtained 
from 74 patients undergoing cardiac transplantation. Experiments performed with 
human heart microsomes (HHM), human liver microsomes (HLM) and recombinant 
human CYP2J2 (rhCYP2J2) demonstrated that CYP2J2 is the major enzyme responsible 
for ebastine metabolism in human heart with Km and Vmax values of 0.19±0.23 µM and 
3.1±4.0 nmol/mg protein/min, respectively. The CYP2J2*7 variant allele was observed 
only in tissues from patients with a non-ischemic disease (15%; p>0.05). No difference 
in CYP2J2 mRNA expression levels and ebastine kinetics parameters was observed 
between patients with a CYP2J2*1*1 or *1*7 genotypes. High inter-patient variability in 
CYP2J2 mRNA levels (CV=44%), ebastine CLint (CV = 83%) and Km (CV=119%) were 
observed. Multivariate analyses considering twelve patientsř variables could explain 
21%, 16%, 8% and 19% of inter-patient variability observed in CYP2J2 mRNA levels, 





Conclusions: Our results suggest that cardiac drug metabolism could be relevant for the 
control of intracellular drug concentrations and thereby could modulate drug response in 
human heart. 
 






Inter-individual variability in CYP450-mediated metabolism influences drug systemic 
clearance and hence, drug action.
1
 Mostly governed by the intestines and the liver, drug 
clearance is also known to occur in extra-intestinal and extra-hepatic tissues.
2-6
 CYP450 
isoenzymes are expressed in various tissues such as the kidneys, brain, lung, skin and the 
heart.
7-9
 The tissue diversity in which CYP450s are expressed may lead to local control 
of intracellular drug concentrations and tissue-specific formation of active/toxic 
metabolites. 
Human heart cells, such as endothelial cells and cardiomyocytes, express at different 
levels and with unique profiles the CYP450 enzymatic system.
5, 10, 11
 For instance, 
CYP2J2 mRNA is the most abundant CYP450 mRNA in the human heart.
5
 The first 
report pertaining to the expression of CYP2J2 in the human heart was in 1996.
12
 It was 
also the first time that high inter-individual variability in CYP2J2 protein expression was 
demonstrated using tissues from three normal human hearts.
12
 Following this report, 
Delozier et al. reported a large inter-individual variability in CYP2J2 mRNA and protein 
expression in eight human hearts.
13
 Indeed, there was a 9-fold variation in CYP2J2 
mRNA expression among heart samples although no correlation was observed between 
mRNA levels and protein expression.
13
 A much larger study was performed by our 
group with 66 explanted human hearts showing also a 9-fold variation in CYP2J2 
mRNA expression levels in ventricular samples.
5
 Segregation into different groups did 
not explain this variability as there was no difference in mRNA expression levels in 
samples obtained from patients with ischemic versus non-ischemic cardiomyopathies 







Specific epoxyeicosatrienoic acid (EETs) metabolites formed by the arachidonic acid 
epoxygenase pathway are endogenous biomarkers of CYP2J2 activity.
14
 A 30 to 90-fold 
variation in the cleared stable down products of the epoxygenase pathway, 
dihydroxyeicosatrienoic acid (DHET), was observed in urine of pregnant women with 
induced hypertension.
15
 This was the first report to acknowledge, in vivo, inter-patient 
variability in CYP2J2 activity.
12
 
CYP2J2 is a polymorphic enzyme with the most frequent single nucleotide 
polymorphism (SNP) located 50 base pairs upstream of the transcription start site 
(CYP2J2*7: G-50T). This variant allele might reduce CYP2J2 promoter activity and 
gene transcription.
16
 Spiecker et al. showed lower 14,15-DHET concentrations in 
patients carrying the CYP2J2*7 variant (n=8) compared to CYP2J2*1*1 genotype (n=7) 
suggesting that the mutation decreases the production of CYP2J2-dependent arachidonic 
acid metabolites.
16
 There was a 2-fold variation in plasma concentrations of DHET 
metabolites in both groups suggesting that other mechanisms are responsible for the 
observed variability.
16
 The same cohort study (544 patients) demonstrated a close 
(p=0.026) association between CYP2J2*7 (GT and TT) genotype and cardiovascular 
disease (CAD).
16
 In another study involving 576 patients, CYP2J2*7 was associated 
with an increased risk of hypertension (OR 4.03, 95% CI 1.8-9.04, p = 0.0004).
17
 Such 
results were not reproduced in 5740 patients from the Malmö Diet and Cancer study 
showing no association between CYP2J2*7 polymorphism and cardiovascular events or 
hypertension.
18
 Yet, in another study, controversial results were obtained where 
CYP2J2*7 genotype was associated with a decreased risk of hypertension in Caucasian 
males.
19





performed in human and could not come to a consensus in regards of the protective, 
deleterious or neutral effects of the CYP2J2*7 variant allele nor on its potential 
association with cardiovascular events, hypertension or ischemia.
20
 
To date, there is no report relating variability in human heart CYP2J2 enzyme activity to 
intrinsic or extrinsic factors responsible for this variability. Our study objectives were to 
1) determine CYP2J2 mRNA levels and activities in a large cohort of human cardiac 
ventricular samples using ebastine as a probe substrate for this isoenzyme, 2) determine 
the impact of CYP2J2 variant alleles on CYP2J2 activity, and, 3) perform a multivariate 






All reagents were obtained from commercial sources. Details are provided in 
Supplemental file.  
Microsome isolation from explanted human hearts.  
Explanted human hearts were obtained from the Réseau dřÉchange de Tissus et 
dřÉchantillons Biologiques (RETEB), from the Montreal Heart Institute, Montreal, 
Quebec. Written consent was signed by patients and the use of human heart tissues was 
approved in accordance with regulation of the Ethic Review Board of the Montreal 
Heart Institute. Human hearts were obtained from 74 subjects suffering from end-stage 
heart failure undergoing heart transplantation. Immediately after explantation, the hearts 
were immersed in a cold transplantation buffer, rapidly mounted on an extracorporeal 





samples (5-20 g) were prepared from samples of the apex region or slightly above but 
outside of apparent ischemic scars. These samples were immediately frozen in liquid 
nitrogen. 
Before use, human heart samples were thawed slowly, on ice, to prepare human heart 
microsomes (HHM) as described previously.
5
 Samples from the left ventricle (n=57): 
twenty of them were male patients with a clinical diagnostic of ischemia, twenty were 
male with other clinical diagnostic of cardiomyopathies and seventeen of them were 
women with cardiomyopathies. Samples from the right ventricle (n=17): 7 were from 
male patients with ischemic cardiomyopathy and ten were from male non-ischemic 
hearts.  
Microsomal incubations with HHM, Human Liver Microsomes (HLM), human 
recombinant CYP2J2 (rhCYP2J2) microsomes.  
Microsomes were thawed on ice. Incubations were performed in an incubating 
microplate shaker in 2 mL Eppendorf tubes containing 100 mM phosphate buffer (pH 
7.4), a NADPH-regenerating system and the substrate ebastine at various concentrations 
(0.075, 0.125, 0.25, 0.375, 0.5, 1, 1.5, 2.5, 4 and 8 µM ). This mixture was preincubated 
at 37°C for 10 min in a shaking bath at 300 rpm. Reaction was initiated with the addition 
of HHM (50-75 µl; 370 Ŕ 555 µg of proteins), HLM (0.12 mg of proteins / ml), 
rhCYP2J2 (0.3 pmol of CYP2J2 / ml). Reaction was stopped by the addition of ice-cold 
methanol containing internal standards for all metabolites (refer to LC-MSMS method 
section for details). Incubation mixture was centrifuged at 13 000 rpm for 10 minutes. 





LC-MSMS Analysis Methods: quantification of hydroxyebastine, carebastine and 
desalkylebastine. 
Analyses were performed using an isocratic mobile phase with a Thermo Scientific 
Aquasil C18 column (100 x 2.1 mm I.D., 5 m) operating at 40°C. The mobile phase 
conditions consisted of acetonitrile and 10 mM ammonium formate in type 1 water pH 
3.0 at a ratio of 40:60, respectively. The flow rate was fixed at 0.30 mL/min. Ten 
microliters of the extracted solution was injected and the total run time was set at 10.0 
min. The mass spectrometer was interfaced with a Shimadzu Prominence series UFLC 
pump and auto sampler (Kyoto, Japan) using a pneumatic assisted heated electrospray 
ion source (HESI). MS detection was performed in positive ion mode, using selected 
reaction monitoring (SRM). The precursor-ion reactions were set at 486 → 167 for 
hydroxyebastine, 500 → 167 for carebastine, 268 → 167 for desalkylebastine. The SRM 
transitions selected for the internal standards were set at 273 → 172, 505 → 172 and 
491 → 172 for 2H5-desalkylebastine, 2H5-carebastine and 2H5-hydroxyebastine, 
respectively The HESI electrode was set to 3500 V. The capillary temperature was set at 
300°C.  Argon was used as collision gas at a pressure of 1.5 mTorr. 
Protein quantification in microsomal preparations. 
Protein quantification was performed with the Pierce® BCA Protein Assay Kit 
following the standard protocol.  
CYP2J2 mRNA extraction. 
RNA extraction was performed with approximately 50-100 mg of human heart tissues 
homogenized in 1 mL of Trizol (Life Technologies Inc, Burlington, USA) and 





seconds, and then centrifuged at 13 000g for 30 minutes (at 4ºC). The upper aqueous 
layer was transferred and ethanol was added (1:1) in a fresh collecting tube. This 
solution was extracted using the RNA Qiagen kit (RNeasy Mini kit; Qiagen, 
Germantown, MD, USA) according to the manufacturerřs instructions and kept frozen at 
-80°C until quantified.  
RNA concentration was quantified using a spectrophotometer at λ=260 nm. Following 
quantification, 1 µg of total RNA from each sample was used to create the 
complementary DNA (cDNA) by reverse transcriptase reaction. Briefly, transcription 
was performed using 6 µg of random primer (Life Technologies Inc, Burlington, USA), 
1.25 mM of dNTP (Wisent, St-Bruno, CAN), 4µL of first-strand 5X buffer, 2µL of DTT 
at 0,1mM and the reverse transcription was performed using 200 units of Reverse 
Transcriptase SuperScript® II (Life Technologies Inc, Burlington, USA) in water. 
Reverse transcription was carried out for 50 minutes at 42ºC and stopped by heating to 
70ºC for 15 minutes. PCR was performed with the PCR Thermal Cycler model PTC-100 
from MJ Research (Watertown, MA, USA). The resulting cDNA (50 µg/µL) was frozen 
at -80ºC until analyzed.  
CYP2J2 mRNA quantification.  
cDNA analysis was performed using the TaqMan® Gene Expression Assay. The probe 
used for CYP2J2 gene was Hs00951113_m1 (Life Technologies, Pleasanton, CA, USA). 
The cDNA was amplified following a sequence of thermal cycling (Taqman® qRT-
PCR): a 10 minute holding period at 95°C followed by a sequence of thermal cycling 
consisting in 45 cycles of denaturation (95°C, 10 seconds) followed by annealing and 





The calibrator (pool of human heart RNA, Clontech, San-Francisco, USA) was 
introduced in the experiment using the exact same technic enabling us to quantify the 





 method), where the ∆∆Ct = ∆Ct of a human heart sample - ∆Ct of the reference 
(calibrator, pool human heart RNA). The ∆Ct of a human heart sample = Ct of the 
CYP2J2 Ŕ Ct of the housekeeping gene (GAPDH), and ∆Ct of the reference (calibrator, 
pool human heart RNA) = Ct of the pool - Ct of the housekeeping gene (GAPDH). PCR 
was performed with the Rotagene 6000 and results analyzed using the Rotagene 6000 
software (Corbett Research, Mortlake, Australia). 
CYP2J2 SNP Genotyping Assay  
DNA isolation was performed as per the GenElute™ Blood Genomic DNA 
manufacturer protocol. Genotyping for the four known variants, i.e., CYP2J2*2, *3, *6 
and *7 was performed by Taqman® qRT-PCR SNP Genotyping Assay (Applied 
Biosystems [ABS]). The probe used for the SNP Genotyping Assay were 
C_27859819_10 for CYP2J2*2 (427A>G), C_27859818_20 for CYP2J2*3 (472C>T), 
C_2785821_10 for CYP2J2*6 (1210A>T) and C_9581699_80 for CYP2J2*7 (-50G>T) 
(Life Technologies, Thermo Fisher, USA). The DNA was mixed with the probe and the 
Taqman enzyme. The mix was submitted to a sequence of thermal cycling (Taqman® 
qRT-PCR) consisting of a 10 minute holding period 95°C followed by 50 cycles for 
denaturation of the DNA strand (92°C, 15 seconds) followed by annealing of the probe 
and extension with signal generation (60°C, 90 seconds) using the Rotagene 6000 and 
Rotagene 6000 software (Corbett Research).  





All assays were performed in triplicate and the velocity (V) was estimated by dividing 
the metabolite concentration obtained from the LC-MSMS analysis by the incubation 
time and the quantity of proteins (in mg).  
Apparent kinetic parameters (Km and Vmax) of ebastine hydroxylation were calculated by 
fitting the velocity (V) against the associated concentration of ebastine with nonlinear 
regression analysis. All data were plotted, fitted and statistically analyzed with 
GraphPad Prism Software Version 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). 
Intrinsic clearance was manually calculated by the equation:  
        
     
   [ ]
 
Comparisons of mRNA levels, Km, Vmax and CLint between groups or between CYP2J2 
genotype groups was performed using an unpaired t-test where p<0.05 was considered 
statistically significant.  
Multivariate Analysis. 
Baseline characteristics and clinical events are presented as means+/-SD for continuous 
variables and frequencies with proportions for categorical variables. Different 
characteristics variables were investigated to predict the linear relationship with mRNA 
levels, CLint, Km and Vmax (response variables). The selection process was performed 
using univariate analysis of each variable. Nominal variables were analyzed using 
Studentřs t-tests. Continuous variables were analyzed using univariate regression 
models. Continuous variables were checked for the assumption of linearity. 
Different diagnosis approaches were investigated to ensure the normality and 
homogeneity of variance assumptions. All the dependent variables were log transformed 





candidate for the multivariate model building. The selection variables were performed 
using two statistical approaches. First, the forward and backward variable selections 
were used in the linear regression model. Both methods gave similar results. An 
alternative procedure to select variables was to use the best subset selection containing 
up to seven variables. The same approach was used for selection of interactions with 
main effects forced into the initial model. Using the 20 percent level of significance, no 
interaction effect was added to the linear model. A robust statistical regression approach 
(M-estimation) was performed for each response variable to investigate the stability of 
estimates. Both regression approaches gave similar estimates. The results were 
considered significant with p-values  0.05. All analyses were conducted using the 
statistical package SAS, version 9.4 (SAS Institute Inc, Cary, NC, U.S.A.) and R 






Table 1 describes the demographic characteristics of patients used in this study. Patients 
were mostly men, with non-ischemic heart failure and samples were mostly obtained 
from the left ventricle. More than one third of patients (28/74) received chronic 
amiodarone treatment. 
CYP2J2 mRNA expression levels and ebastine hydroxylation by HHM prepared from 
explanted human hearts of patients with cardiomyopathies (Table 2). 
CYP2J2 relative mRNA levels were 2.1±0.9 as determined by the 2
(-∆∆CT)
 with a 
calibrator method. In vitro intrinsic clearance (CLint) of hydroxyebastine formation was 
16±13 µl/min/mg protein with a coefficient of variation (CV) of 83%. The affinity 
constant (Km) was 0.19±0.23 µM (CV 119%) and the maximal velocity was 3.1 pmol of 
hydroxyebastine /min/mg of proteins (CV 132%).  
Kinetic parameters obtained for ebastine hydroxylation and N-dealkylation-
metabolism in HHM, HLM and rhCYP2J2 (Table 3).  
Our results, based on Eadie-Hofstee data transformation, showed that hydroxyebastine 
formation in HLM is mediated by at least two CYP450 isoenzymes. One component has 
high affinity/low capacity (1
st
) while the second component (2
nd
) has lower affinity and 
higher capacity. The Km obtained for the formation of hydroxyebastine by HHM, HLM 
(Eadie-Hofstee analysis, 1
st
 component) and rhCYP2J2 (sum of hydroxyebastine and its 
sequential metabolite carebastine) were very close at 0.19 µM, 0.22 µM and 0.34 µM, 
respectively. The Km of the 2
nd
 component observed from our Eadie-Hosftee kinetic 





Michaelis-Menten analysis is performed. Desalkylebastine was not formed when 
incubated with HHM or rhCYP2J2. 
CYP2J2*7 genotype and kinetics for hydroxyebastine formation (Table 4). 
This analysis was performed in samples obtained from male patientsř left ventricles 
(n=40: 20 ischemic and 20 non-ischemic hearts), from male patientsř right ventricles 
(n=17: 7 ischemic and 10 non-ischemic hearts) and women left ventricles (n=17: 17 
non-ischemic). CYP2J2*2, *3 and *6 variants were not observed in any of the heart 
samples analyzed. CY2J2*7 variant was observed only in non-ischemic left ventricular 
samples with an allele frequency of 15% (n=6/40). Among subjects with a CYP2J2*1*1 
genotype, CYP2J2*1*1 mRNA expression levels were lower in male ischemic left 
ventricular tissues compared to women non ischemic left ventricular samples (p<0.05) 
Ebastine intrinsic clearance values for the CYP2J2*1*1 and CYP2J2*1*7 genotypes 
tended to be higher in non-ischemic hearts compared to all other groups 
(23±20µl/min/mg of proteins in *1*1 and 29±20 in *1*7 > 14±11 in ischemic patients > 
13±8 in women > 12.5±4.8 in right ventricular samples ) without being significant 
(p>0.05). 
Multivariate analyses (Table 5).  
Twelve different characteristics were estimated in a multiple linear regression analysis 
on 4 different dependent variables (CYP2J2 mRNA levels, Km, Vmax and CLint). CYP2J2 
mRNA inter-patient variability was significantly associated with weight, left ventricle 
samples and male gender as independent variables and one interaction was observed 
with ventricle side and weight. The predictive value of the multivariate model including 





symmetrically distributed along the regression line with a tendency of the model to 
overestimate the fitted values (Supplementary Figure 2A).  
Inter-patient variability for Km was best explained by 3 characteristics pertaining to 
medications taken by the patients: use of amiodarone, use of strong substrates of CYP3A 
and use of corticosteroids. Those 3 characteristics were able to explain 16% of the 
variability observed between patients (Supplementary Figure 1B). Residuals computed 
versus predicted values are all positive suggesting that the model underestimate the 
fitted values (Appendix, Figure 2B). 
Amiodarone use was the only independent factor able to describe 8% of variability 
observed in Vmax values (Supplementary Figure 1C). Amiodarone usage was associated 
with an increase in Vmax values. The error of prediction was evenly distributed across the 
residual zero line and the spread of the left residuals (X=0, no amiodarone) was similar 
to the right (X=1, + amiodarone). (Supplementary Figure 2C).  
The scattered plot created from the predicted values against the observed values for the 
CLint exposes the multivariate model where together, the BMI, ventricle side (left), 
ischemia and gender (male) contribute to 19% of the inter-patient variability observed in 
the CYP2J2-mediated intrinsic clearance of ebastine in HHM (Supplementary Figure 








This is the first study measuring CYP2J2 mRNA levels and ebastine hydroxylation 
metabolism, a probe substrate of CYP2J2, in microsomes prepared from a large cohort 
of human explanted hearts. We compared kinetics behavior of ebastine metabolism from 
five different systems (HHM, HLM, rhCYP2J2) enabling us to conclude that ebastine 
hydroxylation in HHM reflects CYP2J2 activity. We showed no difference between 
CYP2J2*1*1 and *1*7 genotypes for CYP2J2 mRNA expression levels and ebastine 
kinetics parameters. However, CYP2J2*7 was only observed in non-ischemic hearts. A 
statistically significant difference was observed between CYP2J2*1*1 mRNA levels 
between ischemic men vs non-ischemic women left ventricular samples (p<0.05). Our 
results revealed high inter-patient variability in CYP2J2 mRNA levels (44%), CLint (CV 
= 83%), Km (CV=119%), and Vmax (CV=132%) among patients with cardiomyopathies. 
The multivariate analysis explained 21%, 16%, 8% and 19% of the inter-patient 
variability observed in CYP2J2 mRNA levels and kinetic parameters (Km, Vmax and 
CLint). Associations were also found between CYP2J2 mRNA levels or ebastine kinetic 
parameters and weight, BMI, ventricle side (left), gender (male), clinical diagnostic of 
ischemic heart or drug history (use of amiodarone, verapamil/cyclosporine or 
corticosteroids). 
Genotype, protein expression and catalytic activity for CYP450s do not always 
correlate.
29, 30
 Hence, a direct measure of enzymatic activity is a better indicator of the 
influence independent variables have on a specific metabolic pathway.
30
 Still this 
evaluation may remain technically difficult requiring tissue accessibility, very sensitive 





Ebastine is metabolized through two different pathways: a sequential oxidative pathway 
which produces hydroxyebastine and carebastine and an oxidative dealkylation leading 
to the formation of the N-dealkylated metabolite.
28
 The contribution of each pathway in 
ebastine clearance could vary depending on tissue specific pattern of expression of 
CYP450 isoenzymes. In our study, kinetics determined in liver microsomes for the 
hydroxyebastine pathway using a Michaelis-Menten approach yielded similar results of 




 and 5.3 µM.
32
 
On the other hand, use of Eadie-Hofstee transformation of data led us to suggest that a 
two component enzymatic process is involved in the hydroxylation of ebastine in HLM. 




 and heart ventricular 
enzyme kinetics (Km, Vmax and CLint values) when compared, indicate the importance of 
CYP2J2 and 3A4/5 pathways in ebastine clearance and clearly showed that ebastine 
hydroxylation in HHM is CYP2J2-dependent. For instance, Km constants for both 
rhCYP2J2 and HHM (0.24 vs 0.19 µM) are similar,
34
 and the CYP2J2 pathway 
prevailed in HHM where CYP3A pathway is absent (no desalkylebastine formed). 
CYP2J2 protein is expressed in the endothelium of coronary arteries as well as in the 
cardiomyocytes of the heart but not in the aorta nor the vena cava.
12, 13, 35
 CYP2J2 
expression in cardiomyocytes of human heart was further confirmed by 
immunohistochemistry.
5, 11
 Using the whole ventricular tissue could be a limitation in 
our study to conclude that the metabolism observed is essentially occurring in the 
cardiomyocytes as we could not discriminate between cell types responsible for the 
observed activity. Indeed, homogenization of the whole ventricular tissue abled us to 
isolate the microsomal fraction expressing different CYP450 isoenzymes
5





diverse cell pool in the ventricle i.e., cardiac muscle cells, endothelial cells, smooth 
muscle cells from the coronary vasculature and endocardium, mast cells, fibroblasts, 




Heart transplantation is generally performed on hearts diagnosed with ischemic 
cardiomyopathy or idiopathic dilated cardiomyopathy.
37
 Ischemia is an important 
clinical condition known to influence CYP450 expression and activity because of the 
inflammatory processes involved that alter CYP450 epoxygenase pathways, including 
CYP2J isoforms.
38
 Among the CYP450 epoxygenase isoenzymes expressed in the heart, 
CYP2J2 metabolizes free arachidonic acid to biologically active epoxide metabolites, 
epoxyeicosatreinoic acids (EET).
12
 Many studies have focused on the effects of 
CYP2J2-derived arachidonic acid metabolites (EET) from endothelial cells or from 
cardiomyocytes on metabolism, inflammation, vascular tone, angiogenesis and cell 
proliferation increasing the importance of CYP2J2 for the vascular homeostatis.
39, 40
 
Ischemia can trigger the activation of phospholipase A2 which releases membrane 
bound arachidonic acid.
35, 41
 Therefore, there is a probable association between ischemia 
and EET formation from CYP2J2-arachidonic acid epoxidation under 
pathophysiological conditions. Alteration in CYP2J2 capacity can therefore compromise 
the EET production and in the meantime, their anti-inflammatory, vasodilatory and 
cardioprotective effects on the heart.
35, 42
 Indeed, one of the most interesting finding in 
our study is that ischemia is statistically associated (p=0.0118) with a negative effect (β= 
-0.43) on the interpatient variability observed for the CLint of ebastine hydroxylation 





was able to explain 19% of the variability in ebastine CLint. The decrease in metabolic 
capacity of CYP2J2-mediated ebastine hydroxylation and ischemia suggests a possible 




Gender stood out as a significant negative predictor of CYP2J2 mRNA levels (β= - 
0.471, p=0.0027) while positively related with the CLint of ebastine hydroxylation (β= 
0.69, p=0.0014). The left ventricular side also appeared to be a positive predictor of 
interpatient variability observed in CYP2J2 mRNA levels (β= 1.955, p=0.0345) and 
CLint of ebastine hydroxylation (β= 0.345, p=0.068). This is the first report establishing a 
clear influence of the left ventricle side related to higher expression of CYP2J2 mRNA 
and intrinsic clearance of ebastine hydroxylation. 
The use of amiodarone by 28 patients over 74 was significantly associated with the 
interindividual variability observed on ebastine affinity for CYP2J2 (β= 0.325, p=0.012) 
and maximal velocity of the enzyme (β=0.56, p=0.0126). Amiodarone is an 
antiarrhythmic drug known to be a strong substrate of CYP3As and an inhibitor of 
CYP1A2, 2C9, 2D6 and CYP3As.
43
 Amiodarone 4-hydroxylation appears to be mainly 
mediated by CYP2J2.
28, 44, 45
 Amiodarone is highly involved in drug-drug interactions.
46
 
The exact mechanism by which amiodarone is associated with interpatient variability 
seen for Km and Vmax of ebastine hydroxylation is not known but should most likely 
have occurred before transplantation. Amiodarone, being highly lipophilic, is known to 
distribute within the cardiomyocytes and could potentially have modulated CYP2J2 





as corticosteroids were able to explain approximately 16% of the variability observed 
between patients on the affinity of ebastine toward CYP2J2 in HHM. 
Another possible source of variability was the allelic variant CYP2J2*7. Since its 
discovery in 2002 it has become the subject of several studies trying to demonstrate its 
implication in the risk of cardiovascular diseases.
20, 47
 A complete review of all studies 
performed (n=12) trying to correlate CYP2J2*7 polymorphism and the risk of 
cardiovascular disease or hypertension revealed that two studies showed higher 
prevalence in cardiovascular diseases (CAD)
16, 48





 one showed deleterious effects in hypertension
17
 and seven 





Results from our cohort of patients showed that the heterozygous CYP2J2*1*7 genotype 
frequency is 8 % (6/74) but no CYP2J2*7 variant was found in the ischemic group 
compared to 15% (6/40) in the non-ischemic samples. Our study revealed that the 
CYP2J2*7 polymorphism expressed in the non-ischemic cohort showed no statistical 
difference in the CLint of ebastine hydroxylation in HHM between the heterozygous 
CYP2J2*1*7 (29±20 µL/min/mg of proteins) and wild type CYP2J2*1*1 (23±20 
µL/min/mg of proteins) genotype groups (p=0.55).  
One very important area to which our studies could be applied is the drug-induced Long 
QT Syndrome. Indeed, it is well known that drugs bind to the HERG potassium protein 
mostly from an intracellular binding site.
57
 It is also known that several CYP3A4 
substrates show great affinity for HERG and can induce torsade de pointes.
58
 And 
finally, there seems to exist a significant overlapping between CYP3As and CYP2J2 
substrates.
59





lead to an increase in systemic concentrations of CYP3A4 substrates-HERG blockers 
(due to intestine/liver inhibition) but also to an increase in intracellular cardiac 
concentrations of CYP2J2 substrates-HERG blockers (due to cardiac inhibition of 
CYP2J2 activity), leading to an increased risk of torsade de pointes. 
In conclusion, variability in extrahepatic CYP450-mediated metabolism needs to be 
more recognized and studied because of its relevance on local drug metabolism, even 
though the difficulty to obtain human tissue limits its development. Our results together 
with recent studies suggest that extrahepatic drug metabolism is relevant for the control 
of intracellular drug concentrations and consequently, for drug response. 
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Table 1. Demographic Characteristics  
 
Patients undergoing heart transplant   
Gender; Men : Women (n) 57 : 17 
Ventricle Side; Left : Right ventricle (n) 57 : 17 
Clinical diagnostic; non ischemic : ischemic (n) 47 : 27 
Weight (kg)  74 ± 15.6  
Height (m) 1.71 ± 0.09* 
BMI (kg/ m
2
) 25.37 ± 4.99 
Use of amiodarone (n) 28 
Use of known CYP3A inhibitors (n) 2 
Use of known strong substrates of CYP3A (n) 6 
Use of corticosteroids (n) 4 
Use of CYP450 inducers  1 
* n=73 









Table 2. Descriptive statistics of the Kinetic parameters of ebastine hydroxylation 
and mRNA level of CYP2J2 in human heart microsomes. 
 
  
CLint (Vmax/Km) Km Vmax  mRNA CYP2J2* 
(µl/min/mg proteins) µM 
pmol of OHEBA /  
mg proteins / min 
CYP2J2 relative mRNA  
levels : 2
(-∆∆CT) 
Explanted hearts (n=74) 










Min 3.41 0.07 0.40 0.28 
Max 83.19 1.90 27.54 4.56 
*n=73  
Legend: Km; constant. CV; coefficient of variation. CT; cycle threshold. ∆; delta. CLint; intrinsic clearance. mRNA; 






Table 3A. Comparison of kinetics parameters obtained from ebastine metabolic 
hydroxy- and N-dealkylation-pathways in HHM, HIM, HLM, rhCYP2J2.  
Quantified  Kinetic  
CLint  Km Vmax  
metabolites Fitting Model  
Human Heart Microsomes (HHM) 
Hydroxyebastine M-M 16 0.19 3.1 
Desalkylebastine   Not formed     
Human Liver Microsomes (HLM) 
Sum (OHEBA + carebastine) M-M 25 6.5 158 
 
E-H (1st component) 132 0.2 24 
 
E-H (2nd  component) 24 8.4 169 
Desalkylebastine M-M 27 16 748 
rhCYP2J2 
Sum (OHEBA + carebastine) Allosteric/Sigmoidal 48 0.34 16 
Desalkylebastine   Not formed 
HHM and HLM units for Km: µM, Vmax: pmoles of hydroxyebastine/min/mg of proteins and CLint: µl/min/mg of proteins. 
rhCYP450 units: Vmax: pmoles of hydroxyebastine/ min/ pmol of rhCYP450 and CLint: µl/min/pmol of rhCYP450 
Legend: Km; constant. CLint; intrinsic clearance. µ; micro. M-M; Michaelis Menten. mg; milligram. min; minute. n; number. SD; 






Table 3A. Comparison of kinetics parameters retrieved in literature from ebastine 
metabolic hydroxy- and N-dealkylation-pathways in HIM, HLM, rhCYP2J2, 





Fitting Model  
CLint  Km Vmax  Reference 
Human Intestine Microsomes (HIM) 
Hydroxyebastine M-M 14 2.6 30 (4) 
Desalkylebastine M-M 5.3 39 140 (4) 
Human Liver Microsomes (HLM) 
Hydroxyebastine M-M 2.14 5.1 10.9 (1) 
Hydroxyebastine M-M 52.4 3 152 (2) 
Hydroxyebastine M-M 31.3 5.3 167 (5) 
Desalkylebastine M-M 6.2 17.5 108 (1) 
rhCYP2J2 
Hydroxyebastine M-M 31 1.3 40.6 (4) 
Hydroxyebastine M-M 0.45 18.3 8.2 (1) 
Hydroxyebastine M-M 3.1 7.3 22.5 (2) 
rhCYP3A4 
Hydroxyebastine M-M 0.19 11 2.08 (2) 
Hydroxyebastine M-M 0.02 6.90 0.12 (1) 
Hydroxyebastine M-M 0.0023 10 0.023 (5) 
Desalkylebastine M-M 0.44 7.7 3.3 (1) 
Desalkylebastine M-M 0.024 11.5 0.284 (5) 
rhCYP3A5 
Hydroxyebastine M-M 0.06 2.3 0.14 (1) 
Desalkylebastine  M-M 0.13 5.6 0.74 (1) 
HIM, HHM and HLM units for Km: µM, Vmax: pmoles of hydroxyebastine/min/mg of proteins and CLint: µl/min/mg of proteins. 
rhCYP450 units: Vmax: pmoles of hydroxyebastine/ min/ pmol of rhCYP450 and CLint: µl/min/pmol of rhCYP450 
Legend: Km; constant. CLint; intrinsic clearance. µ; micro. M-M; Michaelis Menten. mg; milligram. min; minute. n; number. SD; 













Table 4. Enzyme kinetic parameters of ebastine hydroxylation relative to 
CYP2J2*7 variant expression 
§
mRNA levels expressed as normalized target gene expression level: 2
(-∆∆Ct)
 (GAPDH).  
Enzyme kinetic parameters expressed as mean ± SD.  
Units for Km: µM, Vmax: pmoles of hydroxyebastine/ min/ mg of proteins and CLint: µl/min/mg of proteins. Legend: CLint: intrinsic 
clearance. Km: constant. LV; left ventricle. RV; right ventricle. Vmax: maximal velocity. 































 2.0±1.0 1.5±0.5 1.8±0.6* 2.8±0.9 2.08±1.02 
Km 0.13±0.06 0.13±0.04 0.18±0.11 0.2±0.1 0.27±0.43 
Vmax 3.0± 2.8 3.8±3.0 2.7±3.2 2.8±3.5 3.6±6.3 




Table 5. Association of CYP2J2 mRNA levels and kinetic parameters (dependent variables) of 
ebastine hydroxylation with independent variables from the multivariate analysis  
Independent variables (β) 
Dependent variables 
logmRNA logKm logVmax logClint 
 parameter estimate 
Weight  (X = Weight) 0.02960 (X1) 
  
 BMI (X= BMI) 
   
0.03471 (X1) 
Left ventricle (left ventricle; X=1, 




Ischemic diagnostic (ischemic; X=1, 
non-ischemic; X=0)    
 -0.43253 (X3) 
Gender (male; X=1, female; X=0)  -0.47093 (X3)  
  
0.69028 (X4) 
Amiodarone use (used; X=1, not 
used; X=0)  
0.32509 (X1) 0.56031 (X1) 
 
Strong CYP3A substrates*  use 
(used; X=1, not used; X=0)  
0.54644 (X2) 
  
Corticosteroids** use (used; X=1, 
not used; X=0)  
 -0.47035 (X3) 
  




 -0.02729 (X4)       
Equation: y (predicted) = β0 + β1X1 +  
β2X2 + …βXXx   









y = 0,41138 + 
0,56031*X1 





Overall r2 0.2115 0.1624 0.0835 0.1967 
β0 = intercept.  
Legend: BMI; body mass index, CLint; intrinsic clearance, Km; affinity constant, mRNA; messenger ribonucleic acid, Vmax; maximal 
velocity.  







Ebastine, hydroxyebastine, hydroxyebastine-d5, carebastine, carebastine-d5, 
desalkylebastine, desalkylebastine-d5 were purchased from Toronto Research Chemicals 
(Toronto, Canada). Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH), glucose-6-
phosphate, glucose-6-phosphate dehydrogenase, dimethyl sulfoxide (DMSO), sodium 
phosphate dibasic anhydrous (Na2HPO4), trishydroxymethylaminomethane (TRIS), 
potassium chloride (KCl) and phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) were purchased 
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Potassium phosphate monobasic (KH2PO4), 
acetonitrile and methanol were purchased from Fisher Scientific (Toronto, On). 
Magnesium chloride was purchased from JT Baker (Philipsburg, NJ). 
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) was purchased from Bioshop (Burlington, On). 
Dithiothreitol (DTT) was purchased from Gibco®, Life Technologies Ltd. (Eugene, 
OR). Recombinant human (cDNA-expressed) CYP2J2 Supersomes™ (rhCYP450) were 
purchased from Corning® (Tewksbury, MA). Human liver microsomes and Human 







Supplemental Figure 1. Predicted and observed mRNA levels and ebastine 
hydroxylation kinetic parameters, Km, Vmax and CLint from 74 explanted hearts of 
patients with cardiomyopathies based on the multivariate regression model.  
 




































































Supplemental Table 1 
Contingency table and strength of association between the ischemic and non-ischemic 
status groups and the CYP2J2*7 polymorphism  
 
CYP2J2*7 genotype  Ischemic Non-ischemic 
p-value 
Fishers exact test 
Odds Ratio 
(95% CI) 
GT (variant) 0 6 
p=0.0202 0.054 (0.002-1.044) 
GG (wildtype) 20 14 
 











Ce chapitre met en lumière lřimplication de différentes caractéristiques intrinsèques et 
extrinsèques associées à lřexpression de lřisoenzyme CYP2J2 dans les microsomes de 
ventricules humains et à son activité représentée de façon indirecte par lřhydroxylation 
du substrat marqueur ébastine. Nous avons premièrement établi une comparaison des 
paramètres cinétiques (Km, Vmax et CLint) associés au métabolisme du substrat ébastine 
entre les différents systèmes enzymatiques MCH, HIM, HLM, rhCYP2J2, rhCYP3A4 et 
3A5. Cette analyse conjointement avec les résultats des chapitres 2 et 3 nous permet 
dřassocier la formation dřhydroxyébastine avec les MCH et lřisoenzyme CYP2J2. 
 
Le présent chapitre révèle aussi pour la première fois quřaucune association nřexiste 
entre le polymorphisme CYP2J2*7 et la variabilité observée dans lřexpression de 
lřARNm du CYP2J2 ainsi que dans son activité microsomale dans le ventricule de cœurs 
explantés de patients avec cardiomyopathies. Nos résultats illustrent aussi que certains 
facteurs sont associés à la variabilité de certains paramètres dřactivité du CYP2J2. Il 
sřagit de la première étude, selon nos connaissances, à effectuer une analyse de 
régression multiple voulant expliquer la variabilité associée à lřexpression de lřARNm et 
à lřactivité du CYP2J2 dans le ventricule de cœurs humains. Deux facteurs ont 
particulièrement attiré notre attention compte tenu leur importance dans les 
cardiomyopathies; le diagnostic clinique dřischémie et la prise dřamiodarone.  
 
Le BMI, le côté gauche du ventricule ainsi que le genre masculin ajoutés à lřétat 
ischémique du diagnostic clinique du cœur explique 20% de la variabilité observée. 
Lřischémie est associée, de manière significative avec dřautres facteurs, à une 
diminution de la clairance intrinsèque du substrat ébastine avec les MCH. Lřischémie 
cardiaque est un état pathologique où le cœur manque dřoxygène dû à une mauvaise 
circulation coronarienne diminuant lřapport en oxygène aux cellules du cœur.445 Une 
prolongation suffisante dřischémie peut engendrer des dysfonctions dans la contractilité 
du cœur et créer un infarctus du myocarde (IM) entraînant la mort cellulaire (nécrose), 
lřinsuffisance cardiaque et ultimement la mort. Suivant un infarctus du myocarde, 




du remodelage myocardique dans le microenvironnement ayant subi lřinfarctus, une 
augmentation de la réponse inflammatoire par la libération de cytokines (IL-6 et IL-8), 
une infiltration des myofibroblastes dans le tissu endommagé et plusieurs autres 
mécanismes.
445
 Tous ces événements affectent lřintégrité de la cellule et sont 
susceptibles dřinfluencer lřexpression et lřactivité des enzymes CYP450s présentes. 
Ainsi, lřischémie engendre possiblement une détérioration du microenvironnement 
pouvant affecter lřintégrité des cellules et par défaut les enzymes du CYP450 exprimées 
dans lřenvironnement affecté. De ce fait, lřischémie est négativement associée à la 
variabilité dans la clairance intrinsèque du substrat ébastine avec les MCH. 
 
Les années précédant une transplantation sont marquées par lřutilisation de différents 
médicaments afin de restaurer la fonction cardiaque. Des diurétiques, des 
vasodilatateurs, des inhibiteurs de lřenzyme de conversion de lřangiotensine, des bêta-
bloquants, des antagonistes des récepteurs à lřangiotensine et des antiplaquettaires sont 
tous des traitements que les patients peuvent recevoir qui peuvent aussi moduler le 
microenvironnement du cœur.  
 
Dřailleurs, lřamiodarone est un substrat de lřisoenzyme CYP2J2 et est administrée chez 
des patients présentant des arythmies cardiaques, représentant dřailleurs 37 % de la 
cohorte de patients transplantés étudiée dans ce chapitre.
446
 Le principal métabolite de 
lřamiodarone est le MDEA (mono-N-desméthylamiodarone) formé par le CYP3A4 et le 
CYP2C8. Le CYP2J2 est responsable de la formation du 3-hydroxyamiodarone avec le 
CYP3A4 tandis que le CYP2J2 est spécifiquement responsable de la formation du 4-
hydroxyamiodarone avec un Km de 5µM et une clairance intrinsèque de 0,92 
µl/min/pmol CYP2J2 (calculée manuellement avec lřéquation CLint=Vmax/Km selon Lee 
et collègues).
446
 Lřamiodarone nřinhibe pas de façon significative lřhydroxylation de la 
terfénadine dans des cardiomyocytes humains en culture primaire dérivées de tissus 
cardiaques humains
142
 Selon nos résultats, la prise dřamiodarone est le seul facteur 
expliquant 8% de la variabilité observée sur la vélocité maximale de lřhydroxylation de 
lřébastine avec les MCH avec un coefficient positif suggérant une tendance à une 




est positivement associée à la variabilité de lřaffinité du substrat ébastine avec les MCH. 
Globalement ce changement nřengendre aucun impact sur la clairance intrinsèque dřoù 
lřabsence dřassociation entre la prise dřamiodarone et la CLint dřébastine avec les MCH.  
 
Lřamiodarone nřa pas été co-incubée avec lřébastine. Seul un impact mécanistique 
préalable a dû sřêtre produit pour que la conformation de lřisoenzyme soit modulée et 
engendre une différence dans les paramètres enzymatiques de lřebastine avec les MCH. 
Lřamiodarone nřest pas, à notre connaissance connue pour induire le CYP2J2. 
Dřailleurs, lřinduction du CYP2J2 par lřamiodarone se serait traduite par une 
augmentation de la clairance intrinsèque. Il pourrait sřagir dřun phénomène de 
régulation de lřenzyme suite à lřexposition à lřamiodarone. Cette exposition pourrait 
modifier le site catalytique du CYP2J2 provoquant une augmentation du Km de 
lřébastine et une augmentation du seuil maximal de vélocité (augmentation du Vmax) ne 
générant aucun changement dans la clairance intrinsèque. Bref, les mécanismes 
moléculaires nécessitent des études plus approfondies comme que des essais avec 
lřamiodarone en tant que co-substrat incubé avec lřébastine avec les MCH et rhCYP2J2 
afin de bien caractériser lřinteraction.  
 
Il est parfois difficile de cibler les bons facteurs permettant dřexpliquer la totalité de la 
variabilité associée à lřexpression et lřactivité des isoenzymes des CYP450s au niveau 
du foie et dřautant plus au niveau extrahépatique. Nos résultats ont ouvert une porte à de 
futures études ciblant différents facteurs responsables de la variabilité interindividuelle 
associée à lřactivité des CYP450s particulièrement au niveau des ventricules de cœurs 










 Chapitre 5  5.
 Discussion Générale  5.1
Ce projet sřest inscrit dans un objectif global de démontrer la participation du système 
des cytochromes P450 dans la gestion locale des médicaments au niveau du cœur et de 
caractériser les facteurs responsables de la variabilité associé à leur expression et leur 
activité. Le métabolisme par les CYP450s au niveau des organes extrahépatiques est peu 
caractérisé malgré leur existence connue depuis plus de 40 ans.
87,149
 Des évidences 
scientifiques démontrent que le métabolisme par les CYP450s est indépendant pour 
chacun des organes extrahépatiques et provoque des effets locaux différents et souvent à 
des concentrations différentes que celles retrouvées dans le plasma.
11,188,447-450
 Ces 
notions clefs appuient la démarche entreprise dans ce projet de doctorat dřétablir de 
façon claire et certaine cette participation locale. Afin de répondre à lřhypothèse de 
recherche voulant que les CYP450s exprimés dans les ventricules de cœurs humains 
soient dotés dřune activité métabolique particulière et variable influençant le devenir du 
médicament localement, mes recherches se sont divisées en trois volets dřétudes 
expérimentales in vitro. Tout dřabord, les recherches exhaustives effectuées auparavant 
dans mon laboratoire dřaccueil ont permis de démontrer lřexpression transcriptionelle 
des isoenzymes CYP1A1, 2B6, 2C8, 2C9, 2D6, 2E1, 2J2, 3A5 et 4A11 dans le 
ventricule humain.
91
 Le premier volet de mes recherches fut de poursuivre dans cet axe 
en développant et en testant des combinaisons de substrats-marqueurs sélectifs pour 
chacune des isoenzymes sřexprimant dans le tissu de ventricule de cœurs humains. Dans 
un deuxième temps, nos essais exploratoires nous ont permis de décrire le profil 
dřactivité métabolique complet (essais enzymatiques dřactivité et dřinhibition) de la 
chlorzoxazone et de lřébastine avec les MCH. De ceux-ci, seule lřactivité enzymatique 
dřhydroxylation de lřébastine a pu être directement associée à lřisoenzyme CYP2J2. 
Lřobservation dřune très grande variabilité dans lřactivité de lřisoenzyme CYP2J2 
observée à travers le métabolisme de lřébastine a contribué à développer le dernier volet 
de mes recherches. Ce volet décrit certaines variables intrinsèques et extrinsèques des 




lřactivité du CYP2J2 dans les ventricules de cœurs dřune cohorte de 74 patients avec 
cardiomyopathies.  
 
Bref résumé des trois volets de ces travaux de doctorat :  
 
Le premier projet de ces études doctorales fut de développer des combinaisons de 
substrats-marqueurs dřisoenzymes du CYP450 reconnues être exprimées dans les 
microsomes de ventricules humains (MCH). Les résultats obtenus préalablement à mes 
études doctorales ont démontré que les MCH expriment différentes isoenzymes du 












Figure 30. Expression relative de lřARNm dans les microsomes de cœurs humains. Dřaprès Michaud et 
collègues.
91 
Mes études doctorales se sont appuyées sur les résultats de la Figure 30. Ainsi, le volet 
1 de mon projet était de valider un Řcocktailř de médicaments sélectifs envers les 
isoenzymes CYP1A1, 2B6, 2C8, 2C9, 2E1, 2J2, 4A11 et 3A5 in vitro. Lřinitiative de 
développer une approche Řcocktailř était dřoptimiser le nombre de voies métaboliques 
des CYP450s étudié en une seule expérience utilisant un minium de tissu ventriculaire. 
Ceci était appuyé sur le fait que le tissu de ventricule de cœurs humains est difficilement 
accessible en plus dřêtre disponible en petite quantité. Il est connu que les approches 
utilisant plusieurs substrats en combinaison nřévaluent pas de façon rigoureuse la 




directrices des agences gouvernementales ou les différentes données présentées dans les 
articles scientifiques.
392
 Nous avons donc voulu remédier à cet enjeu en validant de 
façon exhaustive lřutilisation de différents substrats combinés. Il sřagissait de la 
première étape logique dans mes études de doctorat considérant que tous les cocktails 
préalablement développés nřincluaient pas de substrats sélectifs envers certaines 
isoenzymes majoritairement exprimées dans le cœur humain. Les isoenzymes CYP1A1, 
2J2 et 4A11 ne sont que très peu exprimées au niveau hépatique comparativement au 





Le développement dřun cocktail de médicaments in vitro fait face à plusieurs 
contraintes. Les tampons (source de sels et pH), lřéventail de concentrations de substrats 
et leur solvant de dissolution, lřoptimisation des méthodes analytiques devant mesurer 
tous les métabolites générés de façon ultrasensible et finalement les interactions entre les 
différents substrats représentaient les défis majeures à relever pour valider notre 
approche cocktail.
392
 Compte tenu que notre approche se voulait un éventuel outil pour 
caractériser le profil enzymatique complet des substrats-marqueurs dřisoenzymes du 
CYP450 dans le tissu de ventricule humain, cřest-à-dire, dřobtenir des profils de 
cinétique enzymatique jusquřà saturation, il était crucial de pouvoir utiliser les différents 
cocktails avec des concentrations de substrats suffisamment élevées pour saturer chacun 
des processus métaboliques étudiés sans interférer avec les autres. Lřintervalle de 
concentrations utilisées variait de 0,15 à 5 fois le Km pour chacun des substrats-
marqueurs permettant dřatteindre une saturation enzymatique. Cette contrainte 
représentait un défi de taille compte tenu des difficultés de solubilité des substrats à 
hautes concentrations et des possibles interactions entre substrats-marqueurs. Dřailleurs, 
le développement des cocktails médicamenteux a représenté 45% de mes travaux de 
recherche où plus de 4000 incubations ont été effectuées pour y parvenir sur une période 






Les résultats de ce premier volet furent le développement et la validation du cocktail #1 
regroupant le bupropion, la chlorzoxazone, lřébastine et le midazolam ciblant les 
isoenzymes CYP2B6, 2E1
, 
2J2 et 3A5. Le développement de ce cocktail permettra à la 
communauté scientifique dřétudier le métabolisme de façon sélective dans des tissus 
extrahépatiques exprimant les isoenzymes CYP2B6, 2E1, 2J2 et 3A5. De plus, 
lřapplication du cocktail #1 dans les microsomes de cœurs humains a démontré que le 
cœur était doué dřactivité métabolique dřoxydation envers chacun des substrats et ce de 
manière variable. De plus, les 5 autres substrats marqueurs choisis furent testés dans les 
MCH et 3 (bufuralol, tolbutamide et répaglinide) des 5 substrats ont démontré une 
activité dřhydroxylation formant des métaboliques spécifiques formés par des CYP450s. 
Il sřagit, selon nos connaissances, des premières études métaboliques avec les MCH 
impliquant autant de substrats-marqueurs dans le tissu extrahépatique cardiaque 
permettant dřajouter des résultats pertinents aux connaissances scientifiques dans ce 
domaine. Évidemment, la responsabilité des isoenzymes du CYP450 nřétait pas encore 
établie dans ce volet de recherche, sujet qui fut lřobjet du deuxième volet de recherche. 
Par ailleurs, lřinteraction entre les différents substrats du cocktail #1 dans la matrice 
microsomale cardiaque représentait aussi un aspect à démontrer dans le deuxième volet 
de mes recherches. Finalement, la sélectivité des substrats choisis dans le cocktail #1 
devait aussi être démontrée par des expériences dřinhibition avec des inhibiteurs 
chimiques sélectifs et des anticorps dans la matrice cardiaque afin dřêtre considérée 
comme un cocktail de substrats marqueurs sélectifs. Ceci malgré le fait que la réaction 
dřhydroxylation typique dřune isoenzyme envers un substrat participe à la définition de 
sa sélectivité.  
 
Le deuxième volet de cette thèse de doctorat a ciblé deux substrats-marqueurs du 
cocktail #1, lřébastine et la chlorzoxazone car ceux-ci ont démontré une activité 
métabolique avec les MCH suffisamment élevée et constante pour développer des 
analyses enzymatiques pertinentes. Nous avons caractérisé leur profil dřactivité et 
obtenu des valeurs pour les paramètres Km, Vmax et CLint. En plus des essais avec 
inhibiteurs ayant permis de démontrer la responsabilité de lřisoenzyme du CYP2J2 dans 




intrinsèques in vitro à in vivo ont mis la table pour permettre dřintégrer nos données à de 
futurs modèles prédictifs du métabolisme par le ventricule gauche du cœur humain. Pour 
la première fois, selon nos connaissances, nous avons démontré que la fraction 
microsomale de ventricule de cœurs humains est est dotée dřune activité enzymatique 
envers lřébastine où lřisoenzyme CYP2J2 y est majoritairement responsable. Cette 
démonstration suggère quřau niveau cellulaire, lřexpression intracellulaire du CYP2J2 
dans les cellules cardiaques est dotée dřune activité métabolique pouvant influencer les 
concentrations locales intracellulaires de lřébastine. Cette percée scientifique crée un 
pont entre les nombreuses données dans la littérature démontrant la participation du 
CYP2J2 dans le métabolisme de composés endogènes et la reconnaissance quřune 
activité enzymatique est présente dans les cellules cardiaques (cardiomyocytes, 
endothéliales et musculaires lisses) du ventricule humain pouvant influencer la 
formation locale de métabolites.  
 
Ce volet de recherche a aussi permis de démontrer que lřhydroxylation de la 
chlorzoxazone avec les MCH était un processus NADPH-dépendant mais insensible à la 
chaleur. Des études futures seront nécessaires afin dřapprofondir certaines observations 
obtenues dans ce volet de recherche afin dřétablir la réelle source enzymatique 
hydroxylant la chlorzoxazone. Finalement, le dernier volet de mes recherches fut 
dřétudier certains facteurs intrinsèques et extrinsèques associés à la variabilité 
dřexpression et dřactivité du CYP2J2. Ce volet représentait le point culminant de ce 
doctorat en termes de démonstration concrète des facteurs impliqués dans la grande 
variabilité (>69%) observée dans lřexpression et lřactivité du CYP2J2 dans la plus 
grande cohorte de patients jamais étudiée à cette fin scientifique (n=74).  
 
Lřavancée majeure que cette thèse apporte est une première démonstration dřactivité 
dřhydroxylation dans la fraction microsomale cardiaque qui reflète lřexpression réelle de 
la protéine CYP2J2 dans les MCH. Lřexpression locale majoritaire du CYP2J2 dans le 
cœur par rapport au foie nřest pas fortuite et se doit dřêtre reliée à une fonction 
biologique spécifique.
404
 Dřailleurs, la présence locale de cette isoenzyme justifierait son 




vasoactifs et mes travaux de recherches démontrent son comportement métabolique dans 
le ventricule de cœurs humains.  
 
La présence et lřactivité enzymatique du CYP2J2 dans les cellules du cœur humain 
peuvent engendrer un contrôle local de composés substrats du CYP2J2. Par exemple, le 
Km (Km = 0.34 µM) obtenu de lřébastine avec les MCH est variable mais reste dans le 
même intervalle que la concentration nécessaire pour engendrer un bloc de 50% des 
canaux IKr dans le cardiomyocytes (IC50 = 0.3 µM).
451
 Il est possible de suggérer quřune 
fluctuation de lřactivité du CYP2J2 pourrait directement influencer les concentrations 
intracellulaires de lřébastine et par le fait même sa capacité à bloquer le canal IKr. Des 
études avec des modèles cellulaires plus complexes permettraient dřétablir un lien entre 
les résultats de mes études doctorales et lřimpact quřun médicament, substrat du 
CYP2J2, aurait sur le canal IKr en présence dřune sur- ou sous-expression de 
lřisoenzyme CYP2J2. Ce modèle permettrait de comprendre lřinfluence quřune 
diminution ou une activation métabolique dřun composé cardiotoxique aurait sur 
lřhoméostasie de la cellule (courants ioniques) et ainsi prédire lřimpact que des facteurs 
de variabilité identifiés dans mes études pourraient avoir au niveau du potentiel 
cardiotoxique de certains médicaments. Dřailleurs, mon laboratoire dřaccueil est en co-
association avec le laboratoire des Drs Benoît Drolet et Chantale Simard qui travaillent 
sur le développement de tels modèles.  
 
Entre 1998 et 2008, 33 % des 51 médicaments furent retirés du marché américains pour 
des raisons de cardiotoxicité dont plusieurs étaient substrats des CYP3As.
452
 De plus, 
des substrats connus de lřisoenzyme CYP2J2 sont souvent aussi substrats du CYP3A.260 
Cette homologie de substrats suggère que plusieurs médicaments métabolisés par le 
CYP3A seraient aussi susceptibles de lřêtre par le CYP2J2. Pour ces raisons, 
comprendre les interactions locales entre lřisoenzyme CYP2J2, les facteurs influençant 
son expression et son activité et les médicaments à potentiels cardiotoxique demeurent 





Par ailleurs, aucun des nouveaux modèles de cardiomyocytes (iPSC-CC, hPSC-CC, 
hESC-CC, HPC) développés in vitro permettant dřétudier la cardiotoxicité des 
médicaments fut utilisé pour étudier le métabolisme médié par les CYP450s et ce malgré 
lřintroduction du cœur comme organe dans plusieurs modèles pharmacocinétiques-
physiologiques.
86,453-456
 Le contexte où la clairance extrahépatique devient un concept de 
plus en plus important, lřétude de lřinfluence des isoenzymes spécifiquement exprimées 
dans des tissus extrahépatique justifie la pertinence de mes études doctorales. 
 
Effectuer des prédictions de concentrations dans tous les tissus/organes/cellules du corps 
humain et comprendre les comportements cinétique et dynamique quřune molécule aura 
avant même de lřadministrer est un domaine en pleine effervescence grâce à ses 
avantages aux niveaux méthodologique, économique et stratégique dans le 
développement dřun médicament. Nos résultats suggèrent aussi que le métabolisme local 
de composés endogènes substrats du CYP2J2 serait enclin à être influencé par une 
fluctuation de la capacité enzymatique de cette isoenzyme chez différents individus. 
Dřailleurs, mon laboratoire dřaccueil poursuit les recherches afin dřévaluer le potentiel 
métabolique des MCH envers différents médicaments candidats (ilopéridone et 
olanzapine) connus pour avoir des toxicités cardiaques en plus dřétudier dřautres tissus 






 Commentaire général et contribution scientifique 5.2
 
Le métabolisme associé aux isoenzymes du CYP450 dans le cœur humain a fait lřobjet 
de beaucoup de recherches de façon indirecte. Par exemple, nombreuses sont les 
recherches effectuées sur lřimportance du CYP2J2/2C et 4A dans le métabolisme de 
lřacide arachidonique et la formation de métabolites vasoactifs dans lřhoméostasie 
vasculaire. Lřexpression de certaines isoenzymes cardiaques associée à un impact 
physiologique est devenue le lien que les chercheurs utilisent pour démontrer que les 
isoenzymes du CYP450 ont un rôle dans lřhoméostasie cardiovasculaire. Par contre peu 
dřessais expérimentaux utilisant le tissu cardiaque humain ont été effectués au cours des 
dernières années. Lřactivité enzymatique dans le cœur humain a seulement été étudiée 
par deux laboratoires. Premièrement, Thum et Borlack ont démontré que seule la 
fraction microsomale du ventricule droit formait certains métabolites du vérapamil 
tandis que le ventricule gauche était inactif.
9
 Deuxièmement, notre équipe de recherche a 
démontré que le vérapamil incubé avec les microsomes de ventricules de cœurs humains 
était métabolisé par le ventricule gauche et droit et que la formation de quatre 
métabolites était stéréosélective envers le R-vérapamil.
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 Aucune autre donnée de 
métabolisme dans le tissu cardiaque humain nřa été réalisée depuis. Il nřexiste donc 
aucune donnée reliée à lřactivité enzymatique des isoenzymes du CYP450 exprimées 
dans le ventricule de cœurs humains sujet devenu lřobjectif de cette thèse. Ainsi, mes 
études doctorales permettent dřajouter certaines connaissances au domaine de recherche 
sur le métabolisme extrahépatique, spécialement au niveau cardiaque.  
 
Combinés aux techniques et aux données obtenues dans ces études doctorales, il serait 
possible, avec les outils de prédictions PBPK et les techniques de quantification 
protéomique LC-MSMS, dřobtenir lřabondance de CYP2J2 dans les cellules du cœur 
humain, de déterminer les profils enzymatiques de différents composés substrats du 
CYP2J2 et finalement de prédire de façon mathématique au niveau moléculaire les 
concentrations introduites dans la circulation coronarienne et le compartiment du Řcœurř 
ainsi que le profil dřélimination de ces concentrations au niveau local. Dřautant plus que 
les prédictions deviennent encore plus précises et personnalisées pour chacun des 




pouvant faire varier les niveaux des isoenzymes actives tels que la prise dřamiodarone 
ou le diagnostic clinique dřischémie .  
 
Globalement, une meilleure compréhension des facteurs impliqués dans la variabilité 
interindividuelle de lřexpression et lřactivité dřisoenzymes du CYP450 impliquées dans 
le métabolisme des médicaments représente un atout majeur dans la contribution à 
lřidentification de thérapie personnalisée permettant dřoptimiser la réponse 
thérapeutique tout en minimisant les risques de toxicité. Mes travaux de recherches ont 
permis de déterminer certains facteurs de risque associés à la variabilité dans 
lřexpression, mais surtout dans lřactivité de lřisoenzyme CYP2J2, pilier enzymatique 
dans le métabolisme cardiaque. Nous avons identifié des sous-populations particulières 
de patients susceptibles de voir leur équilibre enzymatique cardiaque normal bouleversé 
de manière à engendrer des changements dans lřhoméostasie locale. En revanche nous 
émettons une lřhypothèse que dřautres facteurs sont responsables de la variabilité 
interindividuelle. Il se pourrait que la race, lřâge, les habitudes de fumer, ainsi que la 
présence dřautres pathologies sous-jacentes comme le diabète, pourraient aussi affecter 
lřexpression et lřactivité du CYP2J2 au niveau cardiaque. Bien que la participation 
globale du ventricule gauche à la clairance globale dřun médicament soit négligeable 
comparativement au foie, mes travaux de recherches ont démontré que localement, le 
CYP2J2 exprimé dans les MCH peut métaboliser des substrats avec une capacité 
métabolique supérieure ou équivalente à la matrice HLM. Lřobtention des résultats 
généraux de mes travaux a nécessité cinq années de recherche acharnées à tester et 
réaliser des centaines dřessais pour finalement développer des méthodes expérimentales 
valides et robustes pour répondre aux hypothèses initiales de recherche. Les techniques 
de LC-MSMS développées ont permis lřanalyse de plus de 10 000 incubations 
effectuées dans différents systèmes in vitro (microsomales, recombinants) qui incluent 
plus du quadruple en dosages analytiques de métabolites et analyse chromatographique. 
 
Il sřagit à ma connaissance de premiers travaux de recherche qui tentent de démontrer, 
de manière indirecte, la participation locale dřisoenzyme du CYP450 dřun organe 




clinique de telles études est encore très difficile et coûteuse à ce jour. Ces travaux offrent 
à la communauté scientifique des données caractéristiques pouvant être utilisées dans 
des modèles prédictifs de pharmacocinétique-physiologique (PBPK) montés pour 
déterminer la participation locale du cœur dans le métabolisme de certains médicaments 
substrat du CYP2J2 ayant un potentiel de toxicité. De tels modèles sont des outils 
majeurs dans la compréhension de la gestion locale des concentrations intracellulaires et 
leurs impacts potentiels sur leur environnement cellulaire. Prévenir les interactions 
médicamenteuses dans un contexte local reste encore une approche innovatrice, mais 
sřavère fondamentale dans lřapproche globale de développer des thérapies 
personnalisées. 
 
 Autres travaux scientifiques 5.3
Lřannexe 1 présente le manuscrit qui résume une partie de mes travaux effectués dans le 
cadre de ma maîtrise. Il sřagît dřun projet de recherche in vitro et in vivo étudiant 
lřimpact du pantoprazole sur le transport in vitro et la pharmacocinétique chez lřhumain 
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